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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ABTS   2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) 
DPPH    1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil 
EBJ   ekstrakt brinovih jagod 
EtOH   etanol 
EV   vodni ekstrakt brinovih jagod 
E70A   70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod-A 
E70B   70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod-B 
E50   50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod 
E30   30 % etanolni ekstrakt brinovih jagod 
E20   20 % etanolni ekstrakt brinovih jagod  
FC   Folin-Ciocalteu 
HCA   heterociklični aromatski amini 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
LC-MS  tekočinska kromatografija-masna spektrometrija 
MeOH   metanol 
NaOH   natrijev hidroksid 
Phe   fenilalanin 
PhIP   2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
SPE   ekstrakcija na trdni fazi 
S20   20 % etanolna prečiščena frakcija 
S30   30 % etanolna prečiščena frakcija 
S50   50 % etanolna prečiščena frakcija 
S70   70 % etanolna prečiščena frakcija 
TO   toplotna obdelava 
UK   umeritvena krivulja 
VC   vakuumska centrifuga 
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Meso predstavlja pomemben del naše prehrane zaradi vsebnosti dragocenih hranil. Pri 
toplotni obdelavi nad 200 °C (v primeru pečenja daljše časovno obdobje tudi pri nižjih 
temperaturah (Skog in sod, 1998)) se v mesu tvorijo spojine z močno mutageno aktivnostjo 
oziroma z visokim potencialom za nastanek raka. Imenujemo jih heterociklični aromatski 
amini (HCA), med katere prištevamo tudi 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
(PhIP). Gre za reakcijo med aminokislinami, sladkorji in mišičnimi komponentami 
(kreatinom) pri povišani temperaturi (Knize in sod., 1994).  
 
Večje koncentracije HCA lahko najdemo v pusti govedini, piščančjem mesu in ribah, 
medtem ko je vsebnost v klobasah in svinjini manjša. Vzrok za manjšo vsebnost HCA bi 
lahko bil večji odstotek maščobe in vode (Augustsson in sod., 1999). Z namenom 
zmanjšanja nastanka HCA med toplotno obdelavo literatura navaja uporabo ekstraktov 
raznih zelišč (Rahman in sod., 2014). 
 
Najprimernejši način za razumevanje osnovnega mehanizma nastanka HCA je proučevanje 
preko kemijskega modela, pri katerem ne pride do vpliva kompleksnega matriksa mesa. Na 
ta način je omogočeno in vitro proučevanje nastanka določenih komponent (Bordas in sod., 
2004; Dennis in sod., 2015). V nalogi smo v ta namen proučevali nastajanje PhIP v 
modelnem sistemu ob prisotnosti različno pripravljenih ekstraktov brinovih jagod in 
nekaterih njihovih frakcij. 
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1.1 CILJI NALOGE 
 
Prva naša naloga je bila izvesti modelni poskus z različno pripravljenimi ekstrakti brinovih 
jagod ter preučiti učinkovitost različnih ekstraktov, ki smo jih pridobili z uporabo različnih 
ekstrakcijskih topil, na zaviranje nastanka 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina 
(PhIP). V nadaljevanju smo, na osnovi pridobljenih rezultatov, aplicirali določeno količino 
ekstraktov brinovih jagod (EBJ) na meso oziroma mesno izcejo z namenom preučevanja 
učinkovitosti istih EBJ na zaviranje nastanka PhIP še na modelnem živilu. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pred začetkom izvajanja praktičnega dela smo postavili naslednje hipoteze: 
 
Delovna hipoteza I: Predvidevamo, da bodo različni ekstrakti brinovih jagod različno 
vplivali na nastanek PhIP. 
 
Delovna hipoteza II: Predvidevamo, da bo pri daljšem času toplotne obdelave pri 
temperaturi 180 °C nastalo več PhIP, ne glede na uporabljen ekstrakt brinovih jagod.  
 
Delovna hipoteza III: Predvidevamo, da bo po določenem času toplotne obdelave pri 
temperaturi 180 °C količina nastalega PhIP dosegla plato in se ne bo več povečevala. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HETEROCIKLIČNI AMINI (HCA) 
 
Zaskrbljenost glede vloge prehrane pri razvoju raka spodbuja številne raziskave k iskanju 
spojin v osnovnih oz. temeljnih živilih, ki potencialno lahko delujejo kot spodbujevalci 
nastanka tumorjev. Analize piroliziranih aminokislin in toplotno obdelanih beljakovinskih 
živil so pripeljale do odkritja visoko mutagenih heterocikličnih aromatskih aminov (HCA) 
(Felton in Knize, 1990a). Poznamo petindvajset različnih HCA (Sanz Alaejos in sod., 
2008). A HCA niso edine mutagene oziroma (potencialno) kanacerogene biološko aktivne 
spojine v živilih, saj imajo podoben negativni vpliv na naše zdravstveno stanje tudi 
aflatoksini B1, nitrozamini, PAH, hidrazini in drugi (Felton in Knize, 1990a).  
 
2.1.1 Dejavniki, ki vplivajo na nastanek HCA 
 
Količina nastalih HCA v mesu je odvisna od vrste mesa, temperature, načina ter trajanja 
toplotne obdelave (Skog in sod., 1998). Študije poročajo, da najvišje koncentracije 
nastajajo pri mesu, ki ga obdelamo na žaru, cvremo ali pražimo (Cross in Sinha, 2004). Pri 
praženju v ponvi pri približno 200 °C večji del mutagenosti nastane v prvih 6 minutah 
(Berg in sod., 1990). Knize in sodelavci (1994) ugotavljajo, da na nastanek HCA vpliva 
tudi vrednost pH mesa, vsebnost maščobe, aminokislinski profil in prisotnost prekurzorjev 
v mesu.  
 
2.1.2 Kemija HCA 
 
HCA sestavljajo heterociklični obroči in spojine, ki vsebujejo dušik (amini). Razvrščamo 
jih v skupino amino imidazo azarenov (AIA) in amino karbolinov. Pomembno vlogo pri 
nastajanju ima Maillardova reakcija (v tekočih sistemih), saj vključuje reducirajoče 
sladkorje in aminokisline (npr. za AIA) (Jägerstad in sod., 1998). AIA nastajajo kot 
produkti reakcije med aminokislinami, kreatinom (kreatininom) in heksozo (oz. 
reducirajočim sladkorjem (Murković, 2004)) pri toplotni obdelavi mesa, pri temperaturah 
150-300 °C (Toribio in sod., 2002). Amino karbolini pa se tvorijo pri višjih temperaturah 
zaradi pirolitične reakcije aminokislin (Jägerstad in sod., 1983). 
 
Skog (1993) razlaga, da med pečenjem višja temperatura zunanje plasti mesa v 
kombinaciji z zmanjšano vsebnostjo vode povzroči kemijske in fizikalne spremembe, ki 
tvorijo skorjo. V notranjosti skorje se območje vodnega izhlapevanja premakne v 
notranjost, medtem ko se vlaga, sproščena preko denaturacije proteinov in krčenja 
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proteinov, premakne navzven. Na ta način se voda in v vodi topni prekurzorji premikajo na 
površino pleskavice, s čimer zagotavljajo optimalne pogoje za nastanek HCA (Skog, 
1993). Nekaj let kasneje so Skog in sodelavci (2000) ugotovili, da segrevanje suhega 
modelnega sistema omogoča predvsem nastanek PhIP, medtem ko je ogrevanje vodnih 
modelnih sistemov favoriziralo predvsem nastanek preostalih HCA in ne PhIP. 
 
Jägerstad in sodelavci (1998) predvidevajo, da amino karbolini nastajajo preko reakcij 
prostih radikalov, vendar še ni veliko znanega o poteh in mehanizmih samega nastanka. Pri 
temperaturah nad 300 °C pride do pirolize, ki povzroči nastanek številnih reaktivnih 
fragmentov z radikalskimi reakcijami. Fragmenti nato kondenzirajo in s tem tvorijo novo 
heterociklično strukturo (Jagerstad in sod., 1998). 
 
2.1.3 Vrednotenje spremenljivk Mailardove reakcije in njihov vpliv na nastanek 
HCA 
 
HCA se tvorijo predvsem v beljakovinsko bogati hrani med potekom Maillardovih reakcij 
(MR). Pri Maillardovi reakciji gre za neencimske reakcije porjavenja oz. reakcije med 
aminokislinami in reducirajočimi sladkorji v pH in visoko temperaturno odvisnem okolju. 
Pozitivna lastnost Maillardove reakcije je nastanek želenih okusov (pri praženju oziroma 
pečenju mesa, kave itd.), hkrati pa vpliva na nastanek negativnih produktov, med katere 
spadajo HCA (Dennis in sod., 2015). Nastanek produktov porjavenja lahko spremljamo 
spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 340-370 nm oz. 420-450 nm 
(Matiacevich in Buera, 2006). 
 
Koncentracija prekurzorjev, vrsta sladkorja, količina sladkorja (Cheng in sod., 2006) ter 
vode so štiri bistvene Maillardove spremenljivke, ki vplivajo na nastanek HCA, 
ugotavljajo Dennis in sodelavci (2015) z modelnimi sistemi: 
 
• Koncentracija prekurzorjev: 
Obstaja pozitivna korelacija med koncentracijo kreatina in treonina ter HCA. Višja kot je 
koncentracija omenjenih prekurzorjev, višja je koncentracija skupnih HCA. Glede na 
rezultate Dennis in sodelavci (2015) predpostavljajo, da se nastanek HCA upočasnjuje med 
0,6-0,8 mmol sistemih (omenjeni modelni sistemu so bili pripravljeni v končnem volumnu 
2500 μL dietilen glikola) tudi višje koncentracije naj bi upočasnile nastanek HCA. 
Verjetno gre vzrok iskati v saturaciji prekurzorjev. Omenjeno pozitivno korelacijo je 
potrdila tudi Borgen in sodelavci (2001) na vzorcih mesa. V mesnem soku piščančjih prsi 
(prisotnih več prostih aminokislin) so pri suhi toplotni obdelavi kvantificirali do 10-krat 
večje količine PhIP kot v svinjini.  
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• Vsebnost vode: 
Voda predstavlja transportno sredstvo za topne prekurzorje v mesu in posledično vpliva na 
nastajanje HCA (Jägerstad in sod., 1998). Pri deležu vode ne moremo govoriti o pozitivni 
korelaciji s HCA. Nastajanje HCA se sicer sprva povečuje s povečanjem vsebnosti vode, 
nato pa se zmanjšuje zaradi povišanega odstotka vode. Sistemi, ki vsebujejo med 5 % in 
10 % vode, inducirajo najvišji nastanek HCA, medtem ko med 0 % in 15 % vode ni 
opaznih razlik (Dennis in sod., 2015). Kato in sodelavci (1996) ter Kikugava (2004) 
ugotavljajo podobno, in sicer da je mutagenost v modelnih sistemih zmanjšana, ko se 
vsebnost vode poveča. Predpostavljajo, da je ob naraščanju vsebnosti vode pirazinski 
radikal v reakcijski poti nastajanja HCA blokiran. Voda bi lahko reagirala z vmesnimi 
produkti prostih radikalov pirazina in piridina in s tem vplivala na nastanek ostalih 
produktov porjavenja, na ta način pa bi bil nastanek HCA zavrt (Kikugava, 2004). 
 
Vsebnost vode v mesu je vsekakor pomemben dejavnik. V primeru dovolj visoke vsebnosti 
vode se lahko prekurzorji za nastanek HCA med toplotno obdelavo transportirajo z 
olajšano difuzijo iz notranjih delov mesa na površino (Borgen in sod., 2001). Rezultat je 
večji nastanek HCA (Alaejos in Afonso, 2011). Dennis in sodelavci (2015) ugotavljajo, da 
delež vode vpliva na nastanek IQx (2-amino-3metilimidazo[4,5-f]kinoksalin), ne pa na 




• Učinek dveh spremenljivk na nastanek HCA: korelacija med koncentracijo 
prekurzorjev (treonin, kreatinin) in vsebnostjo vode: 
Proučevanje medsebojne povezave večih spremenljivk sočasno je smiselno, saj pridemo na 
ta način do novih zaključkov. Dennis in sodelavci (2015) so ugotovili, da se je skupna 
koncentracija HCA povečala na račun povečane koncentracije prekurzorjev (ob vsakem 
povečanem odstotku vode). Največji nastanek HCA je bilo zaslediti pri 0,8 mmol raztopini 
(0,8 mmol treonina in 0,8 mmol kreatinina, sladkor pa je bil dodan v polovični molarnosti) 
s 5 % vode (ni bilo velikih razlik v primerjavi z 10, 15 % vode) (omenjeni modelni sistemi 
so bili pripravljeni v končnem volumnu 2500 μL dietilen glikola). Pri posameznih HCA se 
je zdelo, da 15 % vode prispeva k povišanemu nastanku le-teh, vendar povišana raven ni 
bila opazna pri skupnemu številu HCA. Problem se je pojavil tudi pri netopnosti 
prekurzorjev, zato menijo, da več vode v sistemu pomaga pri nastanku HCA (Dennis in 
sod., 2015). 
 
Meso na splošno vsebuje precej višje koncentracije vode. Presna govedina vsebuje 64 %, 
cel piščanec za cvrtje pa 66 % vode (USDA, 2013). A naštete vrednosti so previsoke za 
proučevanje omenjenih modelnih sistemov, težko bi namreč ohranjali tlak in izgubo vode 
med segrevanjem. 
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• Vrsta sladkorja: 
Vrsta sladkorja znatno vpliva na nastanek skupnih HCA (Cheng in sod., 2006). Največji 
nastanek skupnih HCA vzpodbudi laktoza (modelni poskus) (55 % višji nastanek HCA v 
primerjavi z galaktozo in 25 % višja kot pri glukozi) (Dennis in sod., 2015). Saharoza pa 
povzroči največji nastanek PhIP (Moon in Shin, 2013). Kljub temu, da laktoza vpliva na 
največji nastanek skupnih HCA, je glukoza bolj primerna za nadaljnje raziskave. Glukoza 
je namreč bolj zastopana v mesu in zato bolj reprezentativna (Dennis in sod., 2015). 
 
• Količina sladkorja: 
Optimalna koncentracija sladkorja v modelnih sistemih je za polovico manjša od 
koncentracje ostalih prekurzorjev (Skog in Jagerstad, 1990; Moon in Shin, 2013). 
Koncentracije sladkorja, ki presegajo ekvimolarno vrednost ostalih prekurzorjev, zavirajo 
nastanek HCA (Skog in Jägerstad, 1990). 
 
Višja kot je koncentracija sladkorjev (laktoza/glukoza/fruktoza), višja je mutagenost, vse 
dokler sladkorji ne dosežejo ekvivalentne ravni glede na nivo ostalih aminokislin in 
kreatina (modelni sistem). Pri tem ima fruktoza največjo mutageno aktivnost v primerjavi z 
ostalima sladkorjema (Dennis in sod., 2015). 
 
Moon in Shin (2013) sta med proučevanjem vpliva tipa sladkorja na nastanek PhIP 
ugotovila, da višje koncentracije dodanega sladkorja zmanjšajo moč obnavljanja kreatinina 
med segrevanjem. S tem posledično višje koncentracije (višja od polovične koncentracije 
ostalih prekurzorjev) dodanega sladkorja zavirajo nastanek PhIP (modelni sistem). 
Dodatek glukoze, fruktoze, saharoze in laktoze deluje zaviralno na nastanek PhIP v 
razmerjih 27-97 %, 50-96 %, 21-71 % in 47-98 % (Moon in Shin, 2013). 
 
2.1.4 Identifikacija in kvantifikacija HCA  
 
Gross in Grüter (1992) sta za identifikacijo in izolacijo HCA uporabila različne 
kromatografske tehnike in tehnike čiščenja, sledilo je proučevanje z nuklearno magnetno 
resonanco (NMR) in masno spektrometrijo (MS). Sčasoma so razvili enostavnejše 
ekstrakcijske metode, vključno z ekstrakcijo na trdni fazi (tandems-solid phase extraction) 
(Turesky in sod., 2005) in trdno-tekočinsko ekstrakcijo (Zaidi in Rawat, 2011). Detekcija 
je potekala na HPLC v povezavi z UV ali fluorescenčnimi detektorji. Zadovoljive rezultate 
za določanje HCA v vzorcih mesa je pokazala tudi kombinacija ekstrakcije na trdni fazi in 
masna spektrometrija z elektrorazpršilno ionizacijo (LC/ESI-MS/MS) (Turesky in sod., 
2005). Za kvantifikacijo HCA se uporablja tudi sinhrona fluorescenčna spektroskopija 
skupaj s kemometrijo (Sahar in sod., 2010). 
 
Berdnik I. Zaviranje nastanka PhIP z uporabo brinovih ekstraktov v modelnih raztopinah.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
7 
2.1.5 Vnos HCA in vpliv na zdravje 
 
HCA se tvorijo v koncentracijah ppb (angl. parts per billion). Zaradi prisotnosti le-teh v 
številnih živilskih izdelkih in obstojnosti po toplotni obdelavi ter posledično zaradi visoke 
pogostoti uživanja tovrstnih živil, je njihova pojavnost precej visoka (Skog in sod., 1998). 
Nekatere epidemiološke študije ugotavljajo, da pogosto uživanje toplotno obdelanega mesa 
ter posledično višjih koncentracij HCA poveča tveganje za nastanek npr. raka na debelemu 
črevesju, prostati ter mlečnih žlezah. Vsi do sedaj testirani HCA na testnih živalih so 
vplivali na nastanek tumorjev na številnih organih (Turesky, 2011). 
 
Mednarodna agencija za raziskave raka (angl. IARC International agency for research on 
cancer, IARC) (1993) je klasificirala PhIP kot potencialno kancerogen (angl. possibly 
carcinogenic) (skupina 2B) (poleg MeIQ in MeIQx). Le IQ je klasificiran kot verjetno 
kancerogen (angl. probably carcinogenic) (skupina 2A)(IARC, 1993). Čeprav so HCA 
znani kot potencialno toksične spojine, še niso objavljena priporočila o dovoljeni vsebnosti 
teh spojin v živilih (Rannou in sod, 2016). Ocenjujemo, da ljudje na dan s prehrano 
zaužijemo 250-300 ng HCA, pri čemer najvišje količine pripadajo PhIP (160-240 ng/dan) 
(Nowell in sod., 2002; Li in sod., 2007). Wakabayashi in sod. (1992) so prišli do 
ugotovitve, da v povprečju zaužijemo 0,1-13,8 μg na osebo/dan. Na primer, v vzorcu 
piščančjih prsi, ki so bila ocvrta oziroma pečena v pečici ali na žaru, so kvantificirali do 
480 ng/g PhIP (Sinha in sod., 1995). 
 
2.2 PHIP: 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
 
»2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin« s skrajšano besedo PhIP je eden izmed 
pomembnejših HCA, ki se tvori v prisotnosti kreatina in aminokislin kot sta fenilalanin 
(Phe) in levcin (Leu) ter ob prisotnosti glukoze. PhIP lahko detektiramo v sistemih, ki 
vsebujejo kreatinin, Phe in različne sladkorje ali aldehide (Manabe in sod., 1992; Skog in 
sod., 1998). Na primeru piščančjih prsi so Borgen in sod. (2001) prišli do zaključka, da je v 
piščančjem mesu ključna za nastanek PhIP količina levcina in ne kreatina. Več kot je 
omenjenih prostih aminokislin, višja vsebnost PhIP je kvantificirana. Pri segrevanju mesne 
izceje piščančjih prsi se je posledično tvorila najvišja koncentracija omenjenega HCA, 
sledila je izceja svinjskega mesa, nato še izceja govedine (Borgen in sod., 2001). 
 
Za nastanek PhIP je potreben daljši čas toplotne obdelave in tudi višje temperature (Knize 
in sod., 1994; Balogh in sod., 2000), predvsem za prvih 20 % PhIP (Knize in sod., 1994). 
Višja temperatura spodbuja nastanek HCA, kar sta dokazala tudi Tengilimoglu-Metin in 
Kizil (2017) na vzorcih govedine. V ocvrtih vzorcih sta identificirala PhIP šele pri 
temperaturi 250 °C, medtem ko sta pri pečenju v pečici identificirala PhIP že pri 150 °C. 
Pri pečeni govedini (brez dodane maščobe in začimb) pri 150 °C ni bilo zaznati PhIP 
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(Tengilimoglu-Metin in Kizil, 2017). Manabe in sod. (1992) menijo nasprotno, da nastane 
PhIP tudi pri nižjih temperaturah, a v daljšem časovnem obdobju. Na primer, pri 
segrevanju prekurzorjev nekaj tednov pri 37 °C, oziroma 60 °C.  
 
PhIP nastaja večinoma na površini vzorcev (kot večina HCA). Med segrevanjem mesa pri 
visokih temperaturah pride do delne izsušenosti površine, kar vodi do nastanka PhIP 
(Puangsombat in sod., 2012). Suhi pogoji so optimalnejši za nastanek kot mokri (Skog in 
sod., 2000; Borgen in sod., 2001).  
 
2.2.1 Teorije mehanizmov nastanka 
 
I. Mehanizem nastanka PhIP: 
 
Formaldehid in amoniak vstopata v reakcijo s kreatininom (10) in fenilacetaldehidom (1) 
po predlaganem mehanizmu, prikazanem na sliki 1 (Zamora in sod., 2014). Po mnenju 
Murkoviča in sodelavcev (2002) je prvi korak reakcije nastanek kondenzacijskega 
produkta (12) med kreatininom (10) in fenilacetaldehidom (1). Fenilacetaldehid (1) reagira 
s kreatininom (10), tvori se ustrezen produkt aldolne reakcije (11). Le-ta (11) kasneje 
izgubi vodo in dobimo ustrezni konjugirani olefin (12). Slednji (12) reagira z amoniakom 
in formaldehidom, pri tem nastane PhIP. Sprva reakcija spojine (12) z amoniakom privede 
do ustreznega imina (13), ki se kasneje preko tavtomerizacije pretvori v amin (14). Slednji 
reagira s formaldehidom, kar se kaže v nastanku ustreznega imina (15), ki se po ustrezni 
elektronski preureditvi (16), oksidaciji (17) in tavtomerizaciji tvori v PhIP (18) (Zamora in 
sod., 2014). 
 
Formaldehid nastane v večji meri s toplotno razgradnjo fenilacetaldehida, v manjši meri 
tudi s toplotno razgradnjo Phe, feniletilamina, stirena in kreatinina. Ko so Zamora in 
sodelavci (2014) k mešanici fenilacetaldehida in kreatinina dodali formaldehid, se je 
količina nastalega PhIP povečala za 19-krat. Ko pa so v reakcijski mešanici bili hkrati 
prisotni amoniak in formaldehid, je pri tem nastala 50-krat višja koncentracija PhIP. 
Rezultati kažejo na to, da sta amoniak in formaldehid pomembna reaktanta pri nastanku 
PhIP v mešanici fenilacetaldehid/kreati(ni)n oz. v mešanici fenilalanin/kreati(ni)n (Zamora 
in sod., 2014). 
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Slika 1: Mehanizem nastanka PhIP iz fenilacetaldehida, kreatinina, amoniaka in formaldehida (Zamora in 
sod., 2014). 
(1)- fenilacetaldehid, (10)- kreatin, (11)- produkt aldola, (12)- konjugirani olefin, (13)- imin, (14)- amin, 
(15)- ustrezni imin, (16)- elektronska preureditev, (17)- oksidacija, (18)- tavtomerizacija oz. PhIP. 
 
II. Mehanizem nastanka PhIP po Zöchlingu in Murkovič (2002): 
 
Slika 2 prikazuje dokaj podoben mehanizem nastanka PhIP, tokrat po Zöchlingu in 
Murkoviču (2002). V prvem koraku s toploto razgradimo fenilalanin v suhem sistemu 
skupaj s kreatininom (1). Nastali produkt je fenilacetaldehid (2), kateri lahko nastane tudi 
po poti Streckerjeve razgradnje fenilalanina (Phe) zaradi prisotnosti ogljikov hidratov v 
mesu (Baltes in Mevissen, 1988). Adamiec in sod. (2001) so prišli do spoznanja, da se ob 
oksidiranju Phe s kalijevim-peroksodisulfatom ali z glioksalom pri 100 °C za eno uro tvori 
fenilacetaldahid kot eden glavnih razgradnih produktov skozi omenjeno oksidativno 
dekarboksilacijo.  
 
Druga faza reakcijskega mehanizma je aldolizacija med fenilacetaldehidom (2) in 
kreatinom (3). »C-5 na kreatinu« reagira s fenilacetaldehidom kot nukleofilna adicija, sledi 
naknadna dehidracija, s katero nastane kondenzacijski produkt kot intermediat (5). Prvi 
intermediat je produkt aldolizacije (angl. aldol addition product) (4), vendar le-tega ni 
mogoče zaznati ne v modelnem sistemu ne v ocvrtem mesu, zaradi prisotnosti visoke 
temperature. Aldolizacijski produkt (4) se namreč v obeh primerih takoj dehidrira. Točen 
položaj dvojne vezi ni določen zaradi različne interpretacije in stabilnosti UV spektra (5). 
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A- in b- nenasičen aldolni kondenzacijski produkt je preurejen v strukturo, ki ima 
konjugirano dvojno vez s fenilnim obročem. Zadnja faza možnega mehanizma nastajanja 
PhIP je lahko nastajanje Schiffove baze med kreatinskim delom kondenzacijskega 
produkta (5) in med spojino z amino skupino. Primeren reaktant bi lahko bil Phe ali pa 2-
feniletilamin (produkt pirolitičnega razkroja Phe) kot tudi kreatin. V modelni reakciji 
fenilacetaldehida s kreatinom se PhIP tvori brez dodanega dušika. Dušik v piridinskem 
obroču je kreatinskega izvora. PhIP se nato tvori preko ciklizacije do piridinskega obroča, 
aromatizacije in izgube nekaterih skupin. Reakcija, ki vključuje proste radikale, zelo 
verjetno povzroči odcepitev skupin (Zöchling in Murkovič, 2002). Predpostavljeni 
reakcijski mehanizem ustreza tudi rezultatom, ki so jih dobili Murkovič in sod. (1999). 
 
 
Slika 2: Mehanizem nastanka PhIP v modelnem sistemu in pečenem mesu po Zöchlingu in Murkoviču 
(Zöchling in Murkovič, 2002). 
(1)-fenilalanin, (2)-fenilacetaldehid, (3)-kreatinin, (4)-aldolizacijski produkt (angl. addition product), (5)-
aldolski kondenzacijski produkt, (6)-PhIP. 
 
Z nuklearno magnetno resonanco in z uporabo »13-C označenega Phe« so pokazali, da 
atomi ogljika Phe tvorijo del piridinskega dela (Murkovic, 1999; Zöchling in Murkovič, 
2002). »13-C označenega PhIP« ni bilo moč zaznati, kadar je označen karboksilni ogljik 
Phe. Slednje kaže, da nastali ogljikovdioksid preko dekarboksilacije Phe ne prispeva k 
nastanku PhIP.  
 
Reakcijski mehanizem ustreza študijam, ki sta jih izvedla Felton in Knize (1990a). 
Ugotovila sta, da kreatin tvori imidazolni del PhIP, in da je fenilni obroč iz Phe vključen 
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intaktno v PhIP. Predstavljeni mehanizem celotne reakcije je potrebno potrditi preko 
karakterizacije končnega intermediata, ki vodi k nastanku PhIP. Pojasniti je potrebno tudi 
povezavo reakcij prostih radikalov in reakcijo Schiffove baze.  
 
Zamora in sod. (2007) ob tem predpostavljajo, da imata vrednost pH in temperatura 
pomembno vlogo pri Streckerjevi razgradnji aminov. Optimalna vrednost pH je specifična 
za vsak amin.  
 
2.2.1.1 Produkti toplotne razgradnje fenilalanina v povezavi z nastankom PhIP 
 
Vsi produkti toplotno razgrajenega Phe vsebujejo fenilno skupino in dva atoma ogljika 
(stirol, fenilacetaldehid, 2-feniletilamin, 2-feniletanol, fenilocetna kislina). Ugotovili so, da 
fenilacetaldehid oz. 2-feniletilamin, uporabljena v modelnem poskusu (namesto 
fenilalanina), omogočata nastanek PhIP, medtem ko ostali produkti s kreatinom ne 
reagirajo in posledično ne tvorijo PhIP (Zöchling in Murkovič, 2002). 
 
 
Slika 3: Produkti toplotne razgradnje fenilalanina (150 °C, 10 min) identificirani s headspace analizo oz. GC-
MS (Zöchling in Murkovič, 2002). 
Spojine od leve proti desni so: stirol, fenilacetaldehid, 2-feniletilamin, 2-fenil-etanol in fenilocetna kislina. 
GC-MS – plinska kromatofrafija z masno spektrometrijo. 
 
Sistem fenilacetaldehida s kreatinom tvori precej višjo koncentracijo PhIP (13,7 ± 0,7 mg 
PhIP) glede na standardni modelni sistem (9,5 ± 0,5 mg PhIP). Fenilacetaldehid nastane s 
toplotno razgradnjo Phe (Murkovic in sod., 1999). V nasprotju pa feniletilamin s kreatinom 
tvori zanemarljivo majhno koncentracijo (1,2 ± 0,1 mg PhIP). Fenilacetaldehid, ki nastane 
s toplotno razgradnjo Phe (Murkovic in sod., 1999), igra torej ključno vlogo pri 
mehanizmu nastajanja PhIP (Zöchling in Murkovic, 2002). V modelnem sistemu s 
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fenilacetaldehidom in kreatinom je prvi korak reakcije izpuščen (ni potrebna formacija 
fenilacetaldehida iz Phe) in posledično se tvori več PhIP (Zöchling in Murkovic, 2002). 
 
2.2.2 Vpliv antioksidantov v modelnih raztopinah 
 
Eugenol se je izkazal v nekaterih primerih za najbolj učinkovitega zaviralca nastajanja 
PhIP (Moon in Shin, 2013). Ob dodatku 200 ppm posameznih antioksidantov, je bil 
eugenol učinkovitejši od butilhidroksi anizola (BHA), α-tokoferola, dialil disulfida (DAD 
oz. 4,5-dithia-1,7-oktadien) in naringenina. Ob dodatku 100 ppm le-teh istih 
antioksidantov, pa je bil eugenol učinkovitejši le od α-tokoferola, dialil disulfida in 
naringenina (Moon in Shin, 2013). Moon in Shin (2013) sta opazila, da v večini primerov 
višja koncentracija dodanega antioksidanta vpliva na nižje vsebnosti nastalega PhIP (večji 
zaviralni učinek). 
 
2.2.3 Vpliv celuloznih vlaknin 
 
Dodatek večjih količin vlaknin, kot sta mikrokristalinična vlaknina (MCC) ali 
karboksimetil celuloza (CMC), v meso se kaže v zmanjšanju nastajanja naslednjih HCA: 
MeIQx, 4,8-DiMeIQx in PhIP. Omenjeni vlaknini sta neprebavljivi in se običajno 
uporabljata kot nadomestek maščob v mesnih izdelkih (npr. v hrenovkah). Njuna vloga je 
zadrževanje vode oz. vezanje vode in s tem posledično preprečujeta nastanek polarnih 
HCA, saj zavirata masni transport prekurzorjev na površino izdelka (Gibis in Weis, 2017). 
 






 kationov (v reakcijsko mešanico kreatininin-fenilacetaldehid) 
pripomore k zmanjšanju nastanka PhIP. Razlog za zaviranje nastanka PhIP izhaja iz 
teorije, da je Fe
3+
 zmožen nastanka kompleksov z različnimi oblikami kreatinina, hkrati pa 
pospešuje razpad kreatinina. Omenjena pot v nadaljevanju moti reakcijo s 
fenilacetaldehidom, kar posledično vpliva tudi na samo nastanek produkta aldolne 
kondenzacije in zaviranje nastanka PhIP (Yu in Yu, 2016). Ob tem se Yu in Yu (2016) 
poraja vprašanje, ali bi z uporabo železne ponve oziroma z uporabo vode različne trdote pri 
pripravi hrane lahko vplivali na zmanjšanje koncentracije PhIP. 
 
V nasprotju pa Ca
2+
 (CaCl2) in Mg
2+
 (MgCl2) kationa vplivata spodbujevalno na nastanek 
aldola in na reakcije aldolske kondenzacije z amoniakom in formaldehidom oz. na 
nastanek PhIP (Yu in Yu, 2016). 
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2.3 ZAVIRANJE NASTANKA HETEROCIKLIČNIH AMINOV (HCA) V ŽIVILIH 
 
Izbira določene metode toplotne obdelave živil igra bistveno vlogo pri zmanjševanju 
nastanka PhIP. Medtem ko vzorci obdelani z vlažno toploto ne vsebujejo HCA, vzorci 
obdelani s suho toploto vsebujejo več kot 1,5 ng/g HCA. Največje koncentracije HCA, 
predvsem PhIP, tako nastanejo med naslednjimi metodami toplotne obdelave: pečenje v 
ponvi, pečenje na žaru in pečenje v pečici (Zimmerli in sod., 2001). V dobro pečenemu 
mesu (angl. well-done) zmanjšamo količino HCA z dodajanjem določenih antioksidativno 
aktivnih spojin (Balogh in sod., 2000). Dodatek česna, ingverja, timijana, rožmarina, 
rdečega čilija in popra ima dokazano pozitivne učinke pri zmanjšanju koncentracije HCA v 
toplotno obdelanem mesu (Puangsombat in sod., 2011). Z dodajanjem sestavin, ki vežejo 
vodo (npr. škrob, sojini proteini) in z izbiro primerne metode toplotne obdelave lahko prav 
tako preprečimo transport prekurzorjev (Skog in sod., 1998). 
 
2.3.1 Zaviranje nastanka HCA z uporabo zelišč in antioksidantov 
 
Antioksidante smatramo za koristne pri eliminaciji HCA toplotno obdelanem mesu s 
suhimi postopki. Številni znanstveniki namreč v svojih študijah proučujejo različne 
naravne antoksidante in pri tem ugotovljajo, da le-ti igrajo pomembno vlogo pri 
zmanjševanju HCA (Rahman in sod., 2014).  
 
Paradižnik: zavira nastajanje HCA, predvsem nastanek IQ (v govejem mesu) (Vitaglionet 
in sod., 2002). Razlog so karotenoidi, ki se nahajajo v paradižniku. Tisoč ppm 
karotenoidov je vplivalo na zmanjšanje koncentracije IQ (2-amino-3metilimidazo[4,5-
f]kinolin) in MeIQx (2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5f]kinoksalin ) za do 36 % oziroma do 
11 %.  
 
Kvercetin: do 67 % zmanjšamo nastanek HCA z dodatkom 10 ppm kvercetina, ki spada 
med flavonoidne spojine (Vitaglione in Fogliano, 2004). 
 
Dodatek ekstrakta češenj: dodatek le tega k vzorcem mesa ima velik potencial za nižanje 
ravni HCA, predvsem zaradi antocianinov in njihovih antioksidativih lastnosti (Vitaglione 
in Fogliano, 2004). 
 
Dodatek česna neposredno v mleto goveje meso pred samo toplotno obdelavo zmanjša za 
dobro polovico nastajanje HCA (46-81 % inhibicija) (Shin in sod., 2002). 
 
Vitamin E: dodajanje vitamina E k mesu pred samo toplotno obdelavo (npr. pred 
cvrenjem) privede k znatnemu zmanjšanju HCA. Razlog se skriva v tokoferolu, ki zavira 
nastajanje prostih radikalov, kateri spadajo med prekurzorje HCA (Balogh in sod., 2000). 
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2.3.1.1 Strukturne značilnosti fenolnih spojin, ki določajo njihovo učinkovitost 
 
Fenolne spojine imajo na različnih pozicijah benzenovega obroča dve do tri hidroksilne 
skupine, ali pa so med drugim nanj vezane tudi alkilne, metoksi, amino ali karboksilne 
skupine. Več aromatskih obročev, na katere so vezane hidroksi skupine, sestavljajo 
kompleksnejše fenole. Salazar omenjene fenolne spojine klasificira v pet skupin: o-
dihidroksi derivati in analogi, m-dihidroksi derivati in analogi, p-dihidroksi derivati in 
analogi, trihidroksi derivati in kompleksni fenoli (Salazar in sod., 2014). 
 
Obstaja teorija o povezavi med številom, pozicijo hidroksi skupin in aromatsko strukturo 
fenolnih spojin ter vplivom na zaviranje nastanka PhIP. Strukturne lastnosti, ki spodbujajo 
antioksidativno aktivnost niso vedno enake tistim, ki spodbujajo zaviranje nastanka PhIP 
(Salazar in sod., 2014). Fenolne spojine, ki vsebujejo dve hidroksi skupini na meta poziciji 
v aromatskem obroču, najbolj zavirajo nastanek PhIP. Omenjeno so proučevali na 
reakcijski mešanici oksidiranih lipidov, kreatinina in Phe, kateri tvorijo PhIP (Zamora in 
sod., 2012). 
 
Dodatne hidroksi, amino, alkilamino skupine na aromatskem obroču znatno zmanjšajo 
zaviralni potencial (sposobnost zaviranja nastanka PhIP) fenolnih spojin (posledica 
elektronskih učinkov teh skupin), če so omenjene skupine uvedene na para ali orto 
položajih v razmerju do drugih dveh hidroksilnih skupin. V primeru, ko je nova skupina 
uvedena na meta poziciji, glede na ostali dve hidroksilni skupini (npr. pri floroglukinolu), 
je inhibitorna aktivnost nižja od tiste, ki jo ima resorcinol, vendar je nastali fenol še vedno 
dober zaviralec nastanka PhIP. Ko ima fenol več kot le en obroč z nasprotnimi učinki (kot 
npr. katehin), se zgodi podobno. Na eni strani resorcinolu podoben A-obroč prisoten v 
kompleksnih fenolnih spojinah spodbuja zaviralni učinek nastanka PhIP, medtem ko na 
drugi strani B-obroč, ki vsebuje dve hidroksilni skupini na orto poziciji, zmanjša zaviralni 
učinek A-obroča. Kljub temu, da so le-ti zmanjšali zaviralni učinek v primerjavi z 
resorcinolom in njegovimi preprostimi derivati, so testirane kompleksne fenolne spojine še 
vedno pokazale zadosten zaviralni učinek na nastanek PhIP (Salazar in sod., 2014). Iz 
omenjenega razloga so številne študije pokazale učinkovito zmanjšanje nastajanja PhIP v 
živilih in modelnih raztopinah, zaradi dodatka črnega, zelenega čaja ali vinskih marinad 
(Busquets in sod., 2006; Melo in sod, 2008; Quelhas in sod., 2010). Natančnejši 
mehanizem, kako resorcinolu podobni fenoli zavirajo nastanek PhIP, ostaja nejasen. 
 
Testirani o-, m- in p-dihidroksi derivati zmanjšujejo nastajanje fenilacetaldehida, kot 
posledica reakcije med fenilacetaldehidom in fenolnimi spojinami (Cheng in sod., 2008) 
ali zaradi reakcij fenolnih spojin s karbonilnimi spojinami, ki spodbujajo razgradnjo 
fenilalanina (Salazar in sod., 2014). Verjetno o- in p- dihidroksi derivati spodbujajo 
reakcijo fenilacetaldehida s kreatinom. Ob nizki koncentraciji fenola so namreč rezultati 
pokazali, da je nastajanje fenilacetaldehida le rahlo zmanjšano, hkrati pa naj bi spodbujena 
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reakcija med fenilacetaldehidom in kreatininom tvorila več PhIP. Nasprotno pa je ob 
povečanju koncentracije fenolnih spojin nastanek fenilacetaldehida tako inhibiran, da se 
PhIP zmanjša tudi pri orto in para derivatih (Salazar in sod., 2014). 
 
Damašius in sod. (2011) so mnenja, da fenolni derivat lahko zmanjša koncentracijo le 
enega izmed HCA, a hkrati ne povzroči nobenih drugih sprememb, oziroma vpliva celo na 
povečanje nastanka drugih HCA. 
 
2.3.2 Zaviranje nastanka HCA z uporabo marinad 
 
Obdelava mesa z določenimi marinadami vpliva na zmanjšanje mutagene aktivnosti mesa 
(Nerurkar in sod., 1999). Ahn in Grun (2005) sta prišla do zaključka, da so marinade, ki 
vsebujejo različne začimbe, lahko zelo učinkovite pri ocvrtih govejih mesnih izdelkih.  
 
Uporaba oljnih marinad s čebulo, česnom in limoninim sokom lahko pri ocvrtih govejih 
polpetih zmanjša vsebnost HCA za do 31,2 %, 28,6 % in 14,6 % (Gibis, 2007). Vpliv piva 
in samih vinskih marinad ter kombinacije le-teh z različnimi začimbami (česen, ingver, 
timijan, rožmarin, rdeč čili) je proučeval Viegas in sodelavci (2012). Rezultati so pokazali, 
da so omenjene marinade zmanjšale raven nastalih HCA v govejem pečenem mesu za 30-
90 % (v različnih kombinacijah). Marinada z dodatkom ingverja zmanjša nastanek PhIP za 
30 %. Priporočljiva je uporaba marinad brez dodanega alkohola, saj le-ta spodbuja 
nastajanje PhIP (Viegas in sod., 2012). 
 
Pri piščancu pečenem na žaru, ki je bil predhodno mariniran v marinadi iz sladkorja in 
medu, so Hasnol in sod. (2014) ugotovili, da je marinada vplivala na zmanjšane 
koncentracije MeIQ (2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5f]kinoksalin), PhIP (2-amino-1-metil-
6-fenilimidazo[4,5-b]piridin), MeIQx (2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5f]kinoksalin) in 
norharmana. Shin in Ustunol (2004) sta opazila zmanjšanje koncentracij MeIQx, DiMeIQx 
in PhIP v ocvrtih piščančjih prsih mariniranih z ajdo, limonim sokom in medom, medtem 
ko sojina omaka ni imela učinka. V ocvrtih piščančjih prsih, ki so bila marinirana v 
vodnem ekstraktu oliv in lista lotusa, se je nastanek PhIP zmanjšal le za 23 %, MeIQ za 
79 % in MeIQx za 51 % (Dong in sod., 2011). 
 
2.3.3 Zaviranje nastanka HCA z mikrovalovi 
 
Obstajajo tudi drugačne metode za zmanjševanje HCA. Leta 1986 so Taylor in sod. (cit. po 
Felton in Knize, 1990b) predlagali, da meso pred toplotno obdelavo, tretiramo z 
mikrovalovi (MV). Na ta način ne skrajšamo le časa toplotne obdelave, temveč tudi 
nastajanje HCA. Omenjeno metodo so v študiji na govejih pleskavicah potrdili tudi Felton 
Berdnik I. Zaviranje nastanka PhIP z uporabo brinovih ekstraktov v modelnih raztopinah.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
16 
in sod. (2000), kjer so s tretiranjem z mikrovalovi (2-3 min) pred toplotno obdelavo (6 min 
na vsaki strani pri 200 in 250 °C) opazili zmanjšanje HCA do 95 %. Dvominutna 
predobdelava z mikrovalovi vpliva na 86 % zmanjšanje nastanka PhIP (Felton in sod., 
1994a). 
 
Zaključujejo, da omenjena predobdelava vpliva na zmanjšanje prekurzorjev HCA; kreatin, 
kreatinin, proste aminokisline (1 min obdelave z MV za 5-10 %, 3 min obdelava MV za 
10-30 %), glukoza (pri 2 min MV, zmanjšalo za do 14 %), vode in maščobe (do 30 % pred 
toplotno obdelavo mesa) (Felton in sod., 1994a). Vendar lahko omenjeni izgubi vode in 
maščobe vplivata na potrošnikovo nesprejemljivost, predvsem zaradi spremenjenih 
senzoričnih lastnosti (Felton in sod., 1994b). 
 
2.3.4 Zaviranje nastanka PhIP z rastlinskimi ekstrakti, antioksidanti 
 
Obstaja slaba korelacija med sposobnostjo antioksidantov kot lovilcev prostih radikalov in 
kot zaviralcem nastanka PhIP (Cheng in sod., 2008). Tengilimoglu-Metin in Kizil (2017) 
sta mnenja, da je nastanek HCA koncentracijsko odvisen od antioksidantov. Ob tem je 
potrebno paziti, da ne dodajamo prevelikih količin antioksidantov, zaradi obratnega efekta 
prooksidacije (Johansson in Jägerstad, 1996).  
 
Theaflavin-3,3-digalat, epikatehin galat, rožmarinska kislina in naringenin so 
antioksidativne spojine, ki sočasno zavirajo nastanek PhIP, MeIQX in DiMeIQx. 
Flavonoid naringenin, ki ga najdemo v številnih agrumih, je bil izmed vseh navedenih 
spoznan za najbolj učinkovitega inhibitorja, tako v modelnem sistemu, kot v živilskih 
vzorcih (govejih hrenovkah) (Cheng in sod., 2008). Ekstrakt grenivke posledično dobro 
zavira nastanek PhIP (Gibis, 2007), prav tako tudi dodatek rožmarina (Awney in Sindi, 
2010; Knez Knafelj, 2013). Damašius in sodelavci (2011) so dokazali, da sočasni dodatek 
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Preglednica 1: Povzetek učinkovitosti rastlinskih ekstraktov na nastanek PhIP in ostalih 
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Harmana, Norharmana in Glu-P-2). 
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Ekstrakt artičoke vpliva hkrati spodbujevalno (vzorci pečeni v ponvi) kot tudi zaviralno 
na nastanek HCA (vzorci pečeni v pečici). Omenjeni ekstrakt dodan v količini 1 % 
zmanjša nastanek PhIP za 48-100 % (Tengilimoglu-Metin in Kizil, 2017), podoben 
zaviralni učinek na PhIP v mesnih izdelkih ima tudi dodatek ekstrakta brinovih jagod 
(Damchevska, 2015). 
 
Sečuanski poper (Zanthoxylum bungeanum) je vir sansoamidov (sanshool) (t.j. skupina 
spojin, ki vključuje alkilamide). Zeng in sod. (2018) so dokazali, da 1 % sečuanskega 
popra v pečenih govejih polpetih zmanjša nastanek PhIP za 90 %, medtem ko pri večjem 
dodatku ni bilo opaznega višjega inhibitornega učinka. Dodan ekstrakt sansoamidov pa je 
pri koncentraciji 0,01 % inhibiral nastanek PhIP za 75 %. Oba dodatka pozitivno vplivata 
tudi na zmanjšanje IQx, MeIQx (2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin) in 4,8-
DiMeIQx (2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin). Prišli so do rezultatov, da 
0,5 % dodatka sečuanskega popra in 0,005 % sansnhoamidnega ekstrakta vpliva na 
zmanjšanje koncentracije PhIP, IQx, MeiQx in DiMeIQx za 82 %, 61 %, 28 % in 79 % ter 
za 27 %, 45 %, 44 % in 26 %. Ob dodatku 1,0 % popra oz. 0,01 % ekstrakta pa so ti učinki 
bistveno višji (Zeng in sod., 2018).  
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Čili se je izkazal za učinkovit dodatek k mesu. Zeng in sod. (2017) so prišli do spoznanja, 
da z dodatkom 0,5 % čilija dosežemo 68 % zmanjšanje PhIP in 46 % zmanjšanje 
koncentracije skupnih HCA, medtem ko dodatek 2 mg kapsaicina inhibira nastanek PhIP 
za 98 % ter za 80 % skupnih HCA. Kapsaicin je torej učinkovitejši zaviralec, oba dodatka 
pa sta učinkovita v manjših koncentracijah. Glede na rezultate predpostavljajo, da čili 
poleg kapsaicina vsebuje spojine, ki celo spodbujajo nastanek nekaterih HCA (Zeng in 
sod., 2017). 
 
Ekstrakt melase sladkornega trsa vsebuje relativno visok delež skupnih fenolnih spojin 
(polifenolov), in sicer 1 gram omenjenega izvečka vsebuje okoli 101,3 mg GAE 
(ekvivalent galne kisline). Izkazalo se je, da z naraščanjem dodane količine ekstrakta 
vplivamo na zmanjšanje količine PhIP, kot tudi kondenzacijskega produkta aldola. 
Ekstrakt melase sladkornega trsa približno za 60 % zmanjša nastanek PhIP (ugotovljeno na 
modelnih raztopinah) (Yu in sod., 2016). 
 
Balogh in sod. (2000) so proučevali učinkovitost rožmarinovega oleorezina (RO) na 
govejih pleskavicah. Ob dodani 10-kratni koncentraciji RO ni bilo opaziti razlik v 
inhibiciji. Dodatek 1 % RO se je izkazal za enako učinkovit kot dodatek 10 %, in sicer je 
bila inhibicija PhIP pri obeh za približno 44 %. Dodatek 1 % vitamina E v goveje 
pleskavice pred cvrtjem privede do 69 % inhibicije PhIP. RO ima glede na rezultate študij 
manjšo inhibicijsko aktivnost kot vitamin E, kar si razlagajo s tem, da rožmarinov 
oleorezin vsebuje nižje koncentracije antioksidantov (približno 5 % fenolnih spojin). 
Dodatek 1 % vitamina E direktno na površino govejih pleskavic pred cvrtjem pa je 
inhibiral nastanek PhIP za 73 %, kar potrjuje ugotovitev, da je nastanek HCA predvsem 
površinski pojav (Balogh in sod., 2000). 
 
2.4 BRIN - JUNIPERUS COMMUNIS 
2.4.1 Uporaba 
2.4.1.1 Uporaba v zdravilstvu 
 
Brinove jagode so že zgodaj uporabljali Grki in arabski zdravilci ter tudi Indijanci. V času 
kuge so ljudje v ustih nosili nekaj jagodk in s tem nezavedno ustvarjali antiseptično okolje 
oziroma preprečevali infekcije. Čaj iz brinovih jagod so uporabljali za razkuževanje 
kirurškega orodja. Z njimi so tudi lajšali motnje želodca, kožne izrastke, golšavost, 
bradavice in različne bolezni urinarega trakta in bolezni ledvic (Historical…, 2014). 
 
Jagode pospešujejo izločanje oz. pretok prebavnih tekočin, izboljšujejo prebavo in 
zmanjšajo nastajanje plinov in krčenja želodca. Kot diuretik lahko odpravlja presežek vode 
iz telesa. Na eni strani se lahko brin uporablja za lajšanje ledvičnih težav, vendar eterično 
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olje prisotno v njih spodbuja ledvične nevrone, zato uživanje ni vedno priporočljivo 
(Historical..., 2014). Uživanje se odsvetuje bolnikom z oslabljenim delovanjem ledvic ter 
nosečnicam, zaradi neželenih učinkov ob prevelikem zaužitju: deluje kot diuretik, 
katarzično, povečuje verjetnost za splav in podobno (Barnes in sod., 2007). 
 
2.4.1.2 Uporaba v živilstvu 
 
Zrele brinove jagode se uporablja kot dodatek živilom in alkoholnim pijačam (npr. gin) za 
izboljšanje arome. Dodaja se jih kot začimbo k mesu, kot aromo za likerje in ostale 
grenčice, cenjene pa so tudi v parfumeriji in kozmetiki (The Merck..., 1983). 
 
Na Poljskem izdelujejo pivo, kjer brinove jagode predstavljajo glavno sestavino. Gre za 
fermentiran napitek z dodatkom medu in hmelja. Poleg Poljske, pripravljajo omenjen 
napitek tudi v državah okoli Baltskega morja (Estonija, Finska) ter v Nemčiji (Madej in 
sod., 2014). 
 
2.4.2 Kemijska sestava brina 
 
Brinove jagode Juniperus communis vsebujejo od 1,3 % eteričnega olja (Gonny in sod., 
2006) do 2 % glede na svež material (Alan in sod., 2016). Eterično olje brinovih jagod v 
večini sestavljajo: mircen (45 %), α-pinen (20 %) in germacen D (16 %) (Alan in sod., 
2016). Znanstveniki v svojih študijah proučujejo učinkovitost različnih vrst ekstraktov z 
ozirom na vrsto ekstrakcijskega topila. 
 
V iglicah Juniperus communis subsp. hemisphaerica so s plinsko kromatografijo 
identificirali 17 spojin, ki v spomladanskih vzorcih predstavljajo približno 90 % olj. 
Rostaefar in sod. (2017) so prišli do rezultatov, da so v iglicah brina v največjem deležu 
prisotni α-pinen, limonen, sabinen in tudi α-terpinen (slednji le v ženskih iglicah). Hanene 
in sod. (2012) so prišli do podobnih rezultatov glede α-pinena, kot najbolj zastopane 
spojine eteričnih olj brinovih jagod. 
 
Metanolni ekstrakt iz iglic Juniperus communis in iz brinovih jagod sestavljajo pretežno 
katehin, rutin, kvercetin in zenidinA, medtem ko v ekstraktu iz iglic brina dodatno 
izoliramo še epigalokatehin in kozmoisin (Yaglioglu in Eser, 2017). 
 
Eterično olje vodnega ekstrakta brinovih jagod v večini sestavlja limonen (49 %), α-pinen 
(22 %) ter mircen (6 %), poleg še ostalih 62 identificiranih spojin. Na splošno, eterično olje 
v večini sestavljajo monoterpenski ogljikovodiki (82 %) (glavna sta: limonen in α-pinen), 
sledijo sekviterpeni (7,9 %) (glavni predstavniki so gremacrene-D (2 %) in б-cadinene 
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(1,2 %) in beta-elemene (1,1 %)). Glavna skupina so še oksigenirani monoterpeni (5,3 %), 
katero v največjem deležu predstavlja α-terpinil acetat (Gonny in sod., 2006). 
 
2.4.2.1 Dejavniki, ki vplivajo na kemijsko sestavo ekstraktov 
 
Sestava eteričnega olja Juniperus communis lahko zelo variira, predvsem v odvisnosti od: 
 
• Spremembe letnih časov: Od jeseni do zime oz. od pomladi do poletja, povzročijo 
podobne stresne razmere oz. imajo podoben vpliv na njihovo sestavo (Falasca in sod., 
2016). Na sestavo vpliva izpostavljenost sončni svetlobi, mikroklima in nadmorska višina 
(Angioni in sod., 2003). Koundal in sodelavci (2015) se strinjajo, da se glede na sezono 
razlikuje kemijska sestava eteričnega olja iz iglic Juniperus communis (v zahodni 
Himalaji), medtem ko se vsebnost eteričnega olja v vseh letnih časih bistveno ne razlikuje. 
Največjo koncentracijo α-pinena pa so našli v vzorcih, nabranih v mesecu maju in 
septembru (Falasca in sod., 2016).  
 
• Stopnje zrelosti: Eterično olje zrelih brinovih jagod vsebuje veliko antioksidativno 
aktivnost, medtem ko je le-ta manjša v še nezrelih jagodah. Z višanjem stopnje zrelosti 
narašča antioksidativna aktivnost (Hanenein sod., 2012). 
 
• Podvrste brina: Med podvrstama J. oxycedrus ssp. macrocarpa in J. oxycedrus 
ssp. rufescens ni bistvenih razlik v antioksidativnem potencialu, ugotavljajo Hanene in 
sodelavci (2012), torej lahko predpostavimo, da podvrsta brina ne igra bistvene vloge. 
 
• Spola: Odstopanja pri spolu lahko nastanejo zaradi izražanja različnih genov v 
različnih stopnjah razvoja rastline in nadalje z okoljskimi dejavniki, ki izhajajo iz 
sezonskih sprememb (Padalia in sod., 2014). Rostaefar in sodelavci (2017) navajajo, da so 
v največjem deležu v iglicah moške rastline prisotni α-pinen (62 %), limonen (14 %) ter 
sabinen (6 %), medtem ko so v iglicah ženske rastline kvantificirali nekoliko manj α-
pinena (42 %) in limonena (10 %) ter nekoliko več sabinena (14 %). V ženskih iglicah je 
med drugim 7 % α-terpinena.  
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3.1.1 Priprava ekstraktov brinovih jagod 
 
Brinove jagode (Maestro) smo zmleli v mlinčku IKA A11 basic. V centrifugirke (50 mL) 
smo odtehtali 3 g zmletih brinovih jagod (BJ), h katerim smo dolili 40 mL topila ter dobro 
premešali na vrtinčniku. V štiri centrifugirke smo kot topilo dali vodo, v osem 70 % EtOH, 
v štiri 50 % EtOH, v štiri 30 % EtOH in v štiri 20 % EtOH. V nadaljevanju smo 
centrifugirke za 30 minut postavili na stresalnik (IKA HS 260 basic), sledilo je 8-minutno 
centrifugiranje pri 1800 × g (Eppendorf Centrifuge 5810). Na koncu smo vzorce 
prefiltrirali (388, Sartorius) v 200 mL merilne bučke in dopolnili do oznake s posameznim 
topilom. Ekstrakte smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.2 Frakcioniranje ekstraktov brinovih jagod 
 
V stekleno erlenmajerico smo s polnilno pipeto odmerili 8 mL posameznega ekstrakta 
brinovih jagod (EBJ), z merilnim valjem dolili 50 mL destilirane vode in dobro premešali. 
Tako smo dobili ekstrakt z majhno vsebnostjo etanola, ki smo jo lahko naprej uporabljali 
za izdelavo posameznih frakcij. Sledila je ekstrakcija na trdni fazi (SPE) s kolono Strata X 
(8B-S051-HBJ, Phenomenex). 
 
Kolono Strata X (8B-S051-HBJ, Phenomenex) smo najprej kondicionirali z 8 mL metanola 
(34885, Sigma-Aldrich) in nato nanesli 8 mL destilirane vode (eluat zavržemo). Sledilo je 
injiciranje celotnega vzorca. Kolono z vzorcem smo nato spirali z različnimi 
koncentracijami etanola (z 8 mL 20 %, 30 %, 50 %, 70 % oz. 100 % EtOH). Posamezne 
frakcije EBJ (30 %, 50 %, 70%, 100 %) smo zbirali v 10 mL steklene bučke, ki smo jih 
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3.1.3 Določanje antioksidativnega potenciala (AOP) ekstraktov brinovih jagod 
 
S testi DPPH, ABTS in FC smo določali antioksidativni potencial (AOP) ekstraktov 
brinovih jagod. 
 
Preglednica 2: Prikaz priprave ustreznih redčitev posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ), ki smo jih 
uporabili v nadaljnjih analizah pri določanju AOP s testi DPPH, ABTS in FC. 








1 ekstrakt H2O EV 250 750 
2 ekstrakt 70 % EtOH E70A 60 940 
3 ekstrakt 70 % EtOH E70B 60 940 
4 ekstrakt 50 % EtOH E50 60 940 
5 ekstrakt 30 % EtOH E30 120 880 
6 ekstrakt 20 % EtOH E20 150 850 
7 SPE 30 % EtOH (št. 3) E70B-S30 800 200 
8 SPE 50 % EtOH (št. 3) E70B-S50 400 600 
9 SPE 70 % EtOH (št.3) E70B-S70 600 400 
10 SPE 100 % EtOH (št.3) E70B-S100 1000 0 
Posamezne redčitve smo pripravljali v mikrocentrifugirkah, ki smo jih dobro premešali na vrtinčnem mešalu. 
Vzorec številka 1 je vodni ekstrakt brinovih jagod (EV), številka 2 oz. 3 je 70 % etanolni ekstrakt (E70A oz. 
E70B; paralelka), 4 je 50 % etanolni EBJ (E50), 5 je 30 % etanolni EBJ (E30), 6 je 20 % etanolni EBJ (E20), 
7 je očiščena 30 % etanolna frakcija E70B, 8 je očiščena 50 % etanolna frakcija E70B, 9 je očiščena 70 % 
etanolna frakcija E70B in 10 je očiščena 100 % etanolna frakcija E70B. AOP- antioksidativni potencial; 
DPPH- 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil; ABTS- 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina); FC- Folin-
Ciocalteu. 
 
3.1.4 Določanje PhIP 
 
Za izvedbo poskusov na modelnih zmeseh oz. mesni izceji, smo glede na določeno suho 
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EV vodni ekstrakt 100,0 
E70A 70 % EtOH ekstrakt 86,3 
E70B 70 % EtOH ekstrakt 82,8 
E50 50 % EtOH ekstrakt 100,8 
E30 30 % EtOH ekstrakt 120,4 
E20 20 % EtOH ekstrakt 111,6 
EBJ: ekstrakt brinovih jagod 
 
V preglednici 4 so prikazane količine prečiščenih frakcij posameznih ekstraktov brinovih 
jagod (EBJ), ki smo jih odpipetirali v reakcijsko mešanico za izvedbo modelnega poskusa. 
Pri poskusu, izvedenem na mesni izceji, smo uporabili polovične volumne. Posamezne 
prečiščene frakcije smo dodajali za 25 % višje količine osnovnih EBJ (oz. 125 % volumna 
osnovnih EBJ). Za slednje višje volumne smo se odločili na podlagi izgube oz. odstranitve 
deleža suhe snovi s čiščenjem ekstraktov z ekstrakcijo na trdni fazi. 
 
Preglednica 4: Prikaz dodanih količin prečiščenih frakcij (S) posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ). 
Oznaka EBJ vrsta EBJ      količina dodanega EBJ (μL) 
EV-S20 20 % etanolna frakcija EV 125 (koncentriran) 
EV-S30 30 % etanolna frakcija EV 125 
EV-S50 50 % etanolnafrakcija EV 125 
EV-S70 70 % etanolna frakcija EV 125 
E70A-S20 20 % etanolna frakcija E70A 108 
E70A-S30 30 % etanolna frakcija E70A 108 
E70A-S50 50 % etanolna frakcija E70A 108 
E70A-S70 70 % etanolna frakcija E70A 108 
E70B-S20 20 % etanolna frakcija E70B 104 
E50-S20 20 % etanolna frakcija E50 126 (koncentriran) 
E50-S30 30 % etanolna frakcija E50 126 
E50-S50 50 % etanolna frakcija E50 126 
E50-S70 70 % etanolna frakcija E50 126 
E30-S30 30 % etanolna frakcija E30 151 
E30-S50 50 % % etanolna frakcija E30 151 
E30-S70 70 % % etanolna frakcija E30 151 
E20-S30 30 % etanolna frakcija E20 139 
E20-S50 50 % etanolna frakcija E20 139 
E20-S70 70 % etanolna frakcija E20 139 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, S je oznaka za prečiščeno frakcijo, številka poleg oznake pa označuje vrsto 
frakcije glede na delež etanola. 
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Slika 4 prikazuje osnovni shematski prikaz izvedbe magistrske naloge. Sprva smo 
pripravili različne ekstrakte brinovih jagod (EBJ) in njihove prečiščene frakcije. Le-tem 
smo določili suho snov, jih spektrofotometrično karakterizirali (merjenje aborbanc pri 
valovnih dolžinah: 290, 300 in 320 nm) ter določili antioksidativni potenical (AOP) EBJ. 
Glede na dobljene rezultate, smo določeno količino posameznih EBJ dodali v modelne 
zmesi oz. mesno izcejo in preučevali njihov potencialni zaviralni vpliv na nastanek PhIP (v 
mokrih in suhih pogojih). 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz izvedbe magistrske naloge. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, EV- vodni EBJ, E70A in E70B- 70 % etanolni EBJ, E50- 50% etanolni EBJ, 
E30- 30 % etanolni EBJ, E20- 20 % etanolni EBJ, AOP- antioksidativni potencial 
 
3.2.1 Določanje suhe snovi ekstraktov 
 
3.2.1.1 Z refraktometrom 
 
Z refraktometrom (merjenje lomnega količnika) smo določali topno suho snov v naših 
ekstraktih. Aparaturo (refraktometer) smo umerili z destilirano vodo. Pred vsakim 
nanosom vzorca je bilo potrebno osušiti merilno mesto. Izmerili smo topno suho snov v 
1.) PRIPRAVA EBJ 
 (EV, E70A, E70B, 
E50, E30, E20 in 






določanje AOP EBJ 
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čistih topilih uporabljenih za pripravo ekstraktov (destilirana voda, 20, 30, 50 in 70 % 
etanol) in v vseh pripravljenih ekstraktih. Rezultati so podani v %, podatek pa predstavlja 
količino sladkorjev, organskih kislin in drugih vodotopnih snovi, ki so bili prisotni v 
vzorcih. 
 
3.2.1.2 S sušenjem 
 
V predhodno stehtane 25 mL bučke (Duran) smo odpipetirali 2 mL posameznega ekstrakta 
brinovih jagod (EBJ) in ga stehtali na analitski tehtnici. V vsako bučko smo nato 
odpipetirali še 5 mL metanola ter vsebino dobro premešali na vrtinčnem mešalu (IKA HS 
260 basic). Topilo smo odparili na rotavaporju (R-215, BUCHI, stopnja 1: 129 mbar, 
40 °C; stopnja 2: 10 mbar, 40 °C). Po odparevanju smo bučke z EBJ za nekaj minut 
prenesli v sušilnik (Kambič), segret na 40 °C. Razlika med praznimi in polnimi bučkami (s 
posušenimi EBJ) je enaka suhi snovi posameznih ekstraktov. Suho snov smo preračunali 
na g/100 mL EBJ. 
 
3.2.2 Spektrofotometrična karakterizacija ekstraktov 
 
Posamezne osnovne ekstrakte brinovih jagod (EBJ) in posamezne etanolne frakcije (20, 
30, 50 in 70 % etanolna frakcija pridobljena z ekstrakcijo na trdni fazi) osnovnega 70 % 
etanolnega EBJ (E70B) ter 50 % etanolnega EBJ (E50) smo karakterizirali 
spektrofotometrično. 20-krat redčene (s topilom, ki ustreza vrsti ekstrakta) ekstrakte 
brinovih jagod (EBJ) smo prenesli v kvarčne kivete. Vzorce smo premešali na vrtinčnem 
mešalu ter izmerili absorbanco s spektrofotometrom (Cary 8454-UV, Vis-Diode Array 
System) pri različnih valovnih dolžinah: 290, 300 in 320 nm. Omenjene valovne dolžine 
smo izbrali na podlagi vrhov spektra. Z upoštevanjem redčitev smo tako dobili delež 
fenolnih spojin v posameznih ekstraktih oz. njihovih etanolnih frakcijah. 
 
3.2.3 Določanje antioksidativnega potenciala (AOP) 
 
AOP ekstraktov brinovih jagod (EBJ) smo določali z metodami ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)), DPPH (1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil) in Folin-
Ciolcalteau (FC). V nadaljevanju so prikazane sheme za izvedbo posameznih metod. 
Razredčene raztopine EBJ smo pripravljali tik pred analizo. Vsak vzorec smo analizirali v 
paralelki (za vsak način določitve AOP). Za vsak način določitve pa smo pripravili tudi 3 
slepe probe, kjer smo namesto 50 μL predhodno razredčenih raztopin EBJ (Preglednica 2) 
v testno raztopino odpipertirali 50 μL mQ vode. 
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V splošnem vse tri metode temeljijo na prenosu elektronov iz antioksidanta na probo, ki je 
lahko radikal (DPPH, ABTS) ali mešanica volframatov in molibdatov (FC). Po redukciji 
DPPH in ABTS radikalov (sprejetje elektrona) nastanejo neradikalski produkti, ki imajo 
manjši molarni absorpcijski koeficient v vidnem delu spektra, zato prisotnost 
antioksidantov rezultira v zmanjšanju absorbance pri 520 nm (test DPPH) ali 734 nm (test 
ABTS) (Floegel in sod., 2011). Pri FC metodi pa se tvorijo reducirani volframati in 
molibdati, ki imajo večji molarni absorpcijski koeficient v vidnem delu spektra, zato se 
prisotnost antioksidantov kaže v povečanju absorbance (765 nm) (Abram in sod., 2010). 
 
Pred izvajanjem omenjenih testov smo si pripravili delovno raztopino Folin-Ciocalteu (FC) 
reagenta, 20 % Na2CO3, metanolno raztopino DPPH, vodno raztopino ABTS, 250 mM 
acetatni pufer z vrednostjo pH 5,0 ter 50 mM fosfatni pufer pH 7,4. 
 
 
Slika 5: Shematski prikaz laboratorijskih predpriprav za izvajanje testov ABTS, DPPH in FC. 
ABTS- 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina), DPPH- 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil, FC- Folin-
Ciocalteu. 
 
Rezultate, oziroma vsebnost antioksidantov v posameznih nerazredčenih EBJ ekstraktih, 
smo izrazili kot ekvivalent Troloxa (mmol Trolox/L). Umeritvene krivulje smo pripravili z 
raztopinami znanih koncentracij Troloxa. Iz preglednice 5 je razvidna priprava standardnih 
raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo umeritvenih krivulj (Priloge A-H). V preglednici 
so navedene koncentracije pripravljenih raztopin, ki so jih dodajali v test kakor tudi končne 
koncentracije Troloxa, ki so 20-krat manjše, saj smo v vseh primerih dodali poleg 50 μL 
raztopin standardov tudi vse ostale reagenta do skupnega volumna 1000 μL. Vse raztopine 




Priprava 50 mM  fosfatnega 
pufra pH 7,4 (NaH2PO4 + 
mQ H2O, pH uravnavali z 
NaOH) 
Priprava 50 mM acetatnega 
pufra pH 5,0 (ocetna kislina + 
mQ H2O, pH uravnavali z 
NaOH) 
Priprava delovne raztopine FC 
reagenta (redčili z mQ H2O v 
razmerju 1:2) 
Priprava 20 % Na2CO3 (6 g 
Na2CO3 + 24 g mQ H2O) 
Priprava DPPH reagenta 
(raztapljanje v metanolu  in 
redčenje z metanolom do 
A520≈2) 
Priprava ABTS 
reagenta (redčenje z 
mQ H2O, A734≈2) 
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smo postopali enako kot pri določevanju AOP ekstraktov brinovih jagod (Poglavja št. 
3.2.3.1, 3.2.3.2 in 3.2.3.3). 
 
Preglednica 5: Podatki za pripravo standardnih raztopin reagenta Trolox. 








C Trolox v testu 
(μM) 
0 1000 0 0,0 
40 920 100 5,0 
80 880 200 10,0 
120 840 300 15,0 
160 800 400 20,0 
240 760 576 28,8 
280 680 700 35,0 
160 320 800 40,0 
 
3.2.3.1 Določanje antioksidativnega potenciala s testom ABTS 
 
Pred izvedbo testa ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)) smo 
morali oksidirati ABTS, da je nastal ABTS radikal. V čašo smo zatehtali 25 mg ABTS 
reagenta in dodali 70 mg MnO2 ter 10 mL mQ vode. Čašo smo prekrili z alu folijo in 1 uro 
inkubirali ob stalnem mešanju na magnetnem mešalu, da se je tvoril kromogen radikal. 
Vsebino smo po 1 uri inkubacije prefiltrirali (0,45 µm filtrer) in jo shranili. Pred uporabo 
smo koncentrirano raztopino ABTS radikala razredčili z vodo do absorbance ≈ 2. To 
raztopino smo uporabili pri določevanju AOP kot je prikazano na sliki 5. 
 
Po končanih meritvah smo iz razlik absorbanc Aslepa 734 nm–Avzorec 734 nm določili vrednost 
dA734, ki je merilo za določitev aktivnosti antioksidantov v izbranih variantah testa ABTS. 
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Slika 6: Izvedba testa ABTS. 
A- Absorbanca, ABTS- 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina. 
 
3.2.3.2 Določanje antioksidativnega potenciala s testom DPPH 
 
Pred izvedbo testa DPPH (1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil) smo pripravili koncentrirano 
raztopino DPPH v metanolu (4 mg DPPH v 10 mL metanola). Pred uporabo smo 
koncentrirano raztopino DPPH razredčili na absorbanco pri 520 nm ≈ 2 in postopali kot je 
prikazano na sliki 6. Po končanih meritvah smo iz razlik absorbanc Aslepa520 nm –
 Avzorec520 nm določili vrednost dA520, ki je merilo za določitev aktivnosti antioksidantov v 
izbranih variantah testa DPPH. 
 
0,5 ml ABTS (A734 ≈ 2) 
+ 0,45 mL ustreznega topila: 250 mM acetatni pufer pH 5 / 50 mM fosfatni pufer pH 7,4 / mQ voda 
mešanje na vrtinčniku 
+ 50 μL  razredčenega modelnega antioksidanta oz. mQ vode (kontrola) 
mešanje na vrtinčniku 
začetek merjenja časa (inkubacija 60 min ±3, sobna temperatura) 
prelijemo v polistirenske kivete, merjenje A (λ=734nm) 
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Slika 7: Izvedba testa DPPH. 
A- absorbanca, DPPH- 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil. 
 
3.2.3.3 Določanje antioksidativnega potenciala s testom Folin – Ciocalteu (FC). 
 
Pred uporabo smo koncentrirano raztopino FC reagenta zmešali z mQ vodo v volumskem 
razmerju 1:2 in postopali kot je prikazano na sliki 7. Po končanih meritvah smo iz razlik 
absorbanc Avzorec 765 nm–Aslepa 765 nm določili vrednost dA765, ki je merilo za aktivnost 
antioksidantov v testu FC. 
 
0,5 ml DPPH (A ≈ 2) 
+ 0,45 ml ustreznega topila: acetatni pufer pH 5 / fosfatni pufer pH 7,4 / metanol  / mQ voda 
mešanje na vrtinčniku 
+ 50 μL  razredčenega modelnega antioksidanta oz. miliQ vode (kontrola) 
mešanje na vrtinčniku 
začetek merjenja časa (inkubacija 60 min ±3, sobna temperatura) 
prelijemo v polistirenske kivete, merjenje  A (λ=520 nm) 
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Slika 8: Izvedba testa Folin-Ciocalteu. 
A- absorbanca, AO- antioksidant, FC- Folin-Ciocalteu. 
 
3.2.4 Določanje vsebnosti PhIP v modelnih raztopinah 
 
3.2.4.1 Priprava modelnih raztopin glukoze, fenilalanina in kreatina 
 
Na začetku smo pripravili osnovne vodne raztopine 0,1 M glukoze (1083370250, Merck), 
0,05 M fenilalanina (P2126, Sigma-Aldrich) L-Phenylalane 98 %) in 0,05 M kreatina (C-
0780, Sigma-Aldrich). Raztopini kreatina in fenilalanina smo dodatno redčili z 50 mL 
metanola, z namenom povečanja topnosti. Pri slednjih dveh raztopinah smo v 100 mL 
stekleno bučko kvantitativno prelili vsebino 50 mL bučke in do oznake dopolnili z 
metanolom. Sledila je ultrazvočna kopel (20 min). 
 
V steklene epruvete s pokrovčki na navoj smo za modelne poskuse odpipetirali 1 mL 
0,05 M fenilalanina, 1 mL 0,05 M kreatina in 0,5 mL 0,1 M glukoze (opcija a) oz. 50 μL 
mesne izceje (opcija b) v primeru »poskusov na živilu«, ter premešali na vrtinčnem 
mešalu. V primeru proučevanja v suhih pogojih smo dodali EBJ pred vakuumskim 
odparevanju v vakuumski centrifugi (ime), v primeru proučevanja nastanka PhIP v mokrih 
pogojih smo izbrane volumne (Preglednica 3) posameznih EBJ dodali po vakuumskem 
700 μL mQ H20 
+ 50 μL: raztopine modelnega standarda (AO) / vzorec / mQ H20  (slepa proba) 
+ 125 μL Folin- Ciocalteau reagenta 
mešanje na vorteksu, 5 min inkubacija (sobna temperatura) 
+ 125 μL  Na2CO3 (20 % raztopina) 
mešanje na vorteksu  
inkubacija 55 min, sobna temperatura 
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odparevanju v vakuumski centrifugi osnovnih raztopin (oz. izceje). V primeru izvajanja 
mokrih pogojev, smo pri kontrolnih vzorcih namesto EBJ uporabili 50 μL destilirane vode. 
Poskus smo izvedli v paralelkah. V posameznem vzorčku oz. reakcijski zmesi je bilo 
približno 9,0 mg glukoze, 8,3 mg fenilalanina in 6,6 mg kreatina, kar ustreza molskemu 
razmerju 1:1:1. 
 
Preglednica 6: Količine (μL) posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ), ki smo jih dodali k modelnim 











kontrola (dH2O) 100 
Količine posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ) smo pridobili s preračunavanjem suhe snovi 
posameznih ekstraktov glede na vodni ekstrakt–EV (100 μL= 0,227 g/100 mL). Pri izvedbi poskusov v 
modelnem živilu (mesni izceji) smo uporabili polovične volumne ekstraktov. 
 
 
Slika 9: Shematski prikaz izvedbe modelnega poskusa nastanka PhIP v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, LC-MS- tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo, UZV- ultrazvočna, 
SPE- ekstrakcija na trdni fazi. 
a) 1mL 0,05 M 
kreatin + 1mL 
0,05M fenilalanin 
+ 0,5 mL 0,1 M 
glukoza oz. 
b) 50 μL mesne 
izceje 
dodatek EBJ oz. 50 
μL d H2O 
(kontrola) 




termoblok, 180 °C 
(2, 4, 6, 8 ali 10 
min) 
1mL 1 M NaOH, 4 
vrelne kroglice 
UZV kopel, 20 min 




1 mL metanol 
vrtinčnik 
UZV kopel, 15 min 
Syringe Filter, 
Restek, 0,22μm 
Nylon - v viale 
LC-MS 
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Slika 10: Shematski prikaz izvedbe modelnega poskusa nastanka PhIP v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, LC-MS- tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo, UZV- ultrazvočna, 
SPE- ekstrakcija na trdni fazi. 
 
Za izvajanje poskusov na modelnem živilu (opcija b) smo uporabili svinjsko mesno izcejo, 
ki smo jo do uporabe hranili v zmrzovalniku. Za posamezen poskus smo odpipetirali 50 μL 
le-te. Do tega volumna smo prišli na osnovi literaturnih podatkov. V gramu mesa naj bi 
bilo približno 6 mg kreatina, 4 mg prostih aminokislin in približno 3 mg glukoze (Došler, 
2007).  
 
3.2.4.2 Ekstrakcija PhIP na trdni fazi (SPE) 
 
Ekstrakcijo na trdni fazi smo izvedli na dva načina. Dolgotrajnejši SPE II postopek smo 
izvedli na začetku, bodisi samostojno ali hkrati z SPE I (najprej SPE I, nato je sledila SPE 
II). Kasneje pa smo metodo poenostavili in izvajali zgolj krajši postopek (SPE I). Za 
namen naloge je bil enakovreden, ker smo spremljali samo nastanek PhIP. 
 
Princip SPE: SPE je kromatografska tehnika, ki nam omogoča izolacijo in čiščenje 
motečih komponent v vzorcu. Obstajata dva principa delovanja. Kolona adsorbira motilce 
v matriksu, medtem ko proučevana komponenta prehaja skozi kolono nespremenjena ali 
ravno obratno (proučevana komponenta se veže na trdno fazo, medtem ko motilci potujejo 
skozi). Postopek SPE je običajno sestavljen iz 4 osnovnih korakov: 1. Predobdelava 
vzorca, 2. Kondicioniranje kolone, 3. Nanašanje vzorca in 4. Eluciranje frakcij. 
 
a) 1ml 0,05M 
kreatin + 1ml 
0,05M fenilalanin 
+ 0,5 ml 0,1M 
glukoza  oz. 
b) 50μL mesne 
izceje 
vrtinčnik, 10 s 
vakuumska 
centrifuga 
dodatek EBJ oz. 50 
μL dH2O (kontrola) vrtinčnik, 10 s 
segrevanje-
termoblok, 180 °C 
(2, 4, 6, 8 ali 10 
min) 
1ml 1 M NaOH, 4 
vrelne kroglice 




1 ml metanol 
vrtinčnik UZV kopel, 15 min 
Syringe Filter, 
Restek, 0,22 μm 
Nylon - v viale 
LC-MS 
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Pri našem poskusu smo se poslužili kationsko-izmenjevalne kromatografije, kjer smo 
ekstrakcijo izvedli s spreminjanjem vrednosti pH. Postopek pri izmenjevalni kromatografiji 
je sledeč: 1. Kondicioniranje kolone (z destilirano vodo / šibkim pufrom), 2. Nanos vzorca 
(raztopljenega v deionizirani vodi/pufru), 3. Spiranje neželenih komponent, šibko vezanih 
komponent s šibkim pufrom, 4. Spiranje vzorca s topilom oz. močnejšim pufrom 
(sprememba pH), 5. Spiranje ostalih komponent. 
 
3.2.4.2.1 SPE I 
 
Plastično kolono smo do 3/4 napolnili z diatomejsko zemljo (1150921000, Merck) in jo 
postavili na ekstraktor SPE (Supelco, visiprepTM, 420 mbar). Nanesli smo vzorec 
(katerega smo po toplotni obdelavi na 180 °C raztopili v 1 mL 1 M NaOH) in počakali 30 
sekund. Dodali smo 8 mL etilacetata (34858-2,5L, Sigma-Aldrich), ki smo ga počasi 
spuščali skozi kolono, da bi dosegli čim boljšo ekstrakcijo. 
 
3.2.4.2.2 SPE II 
 
Za izvedbo ekstrakcije na trdni fazi SPE II smo uporabili kolono Oasis MCX (186000678, 
Waters). Kondicionirali smo jo z 2 mL metanola (34885-2,5L-R, Sigma-Aldrich), nanesli 
2 mL etilacetata (34858-2,5L-R, Sigma-Aldrich) in injicirali celoten vzorec. Sledilo je 
spiranje z 2 mL 0,1 M HCl in z 2 mL metanola. Sledilo je sušenje kolone pod vakuumom 
1 min. Za eluacijo smo nanesli 2 mL faze MeOH:NH3 (19:1), pri tem pa eluat zbirali v 
stekleno epruveto s pokrovčki na navoj. Sledilo je odparevanje topila do suhega na 
vakuumski centifugi. 
 
3.2.4.3 Tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo LC-MS 
 
LC-MS je analitska tehnika, ki kombinira fizikalno separacijo z masno analizo. Tipični 
LC-MS sistem je kombinacija HPLC z MS (z virom ionizacije). Z LC ločimo vzorec na 
posamezne vrste vzorca, nato jih razpršimo z ionski izvorom (atmosferski tlak), kjer se 
pretvorijo v ione v plinskem stanju (vakuumski razplinjevalnik). MS analizira ione nastalih 
iz osnovne molekule. Masni analizator sortira nastale ione glede na razmerje njihove mase 
z nabojem (m/z). Vse ione, ki izhajajo iz masnega analizatorja prešteje detektor, kateri tudi 
ojači signal, ki ga ustvari vsak ion. Rezultat je masni spekter, ki ga uporabljamo za 
določanje molekulske mase delcev in molekul, določanje molekulske formule in za 
razlaganje in določanje kemijskih struktur molekul (Lim in Lord, 2002). 
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3.2.4.3.1 Priprava vzorca za LC-MS 
 
Vzorce za analizo na LC-MS smo pripravili tako, da smo jim (po izvedeni ekstrakciji na 
trdni fazi in odparevanju topila na vakuumski centrifugi) dodali 1 mL MeOH, premešali, 
sledilo je 20-minutna ultrazvočna kopel. Vzorce smo nato prefiltrirali skozi 0,22 μm velike 
pore (RE26146, Restek) v HPLC viale. 
 
 S HPLC sistemom Agilent Tehnology 1100 smo ločili preiskovne komponente oz. PhIP. 
Sistem je sestavljen iz binarne črpalke (G1312A), vakuumskega razplinjevalnika 
(G1379A), termostata kolone (G1316A) in avtomatskega vzorčevalnika (G1330B). 
 
Pogoji detekcije so bili sledeči: 
Mobilna faza A: 30 mM amonijev formiat v bidestilirani vodi (HCOONH4, Fluka, 09737, 
   pH 3,2) 
Mobilna faza B: acetonitril (1.00030, Merck) 
Način kromatografije: reverzna faza 
Volumen injiciranja vzorcev: 1 μL 
Temperatura vzorcev: 8 °C 
Temperatura kolone: 30 °C 
 
PhIP je bil v vzorcih določen na osnovi retenzijskih časov in m/z PhIP standarda (TRC: 
PhIP, A617000). Detekcija na masnem spektrometru (Quattro Micro, 2004) je potekala v 
pozitivnem SIR-načinu (ESI+PhIP 225,2; 40V). S funkcijo Quantify v programu Mass 
Lynx
TM
V4.1 (Micromass, 2004) smo obdelali rezultate. 
 
Preglednica 7: Gradienti mobilne faze (MF) na HPLC pri določanju PhIP. 
Čas (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%) pretok (mL/min) 
0,00 90,0 10,0 0,350 
14,00 40,0 60,0 0,350 
14,50 20,0 80,0 0,350 
17,00 20,0 80,0 0,350 
20,00 90,0 10,0 0,350 
26,00 90,0 10,0 0,350 
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Preglednica 8: Masni detektor-Micromass Quattro Micro; Waters. 
Način: ESI+ (elektrorazpršilna ionizacija, Angl: Electrosprey Ionisation) 
kapilara (kV) 3,00 
napetost vhodne plošče (V) 40 
leča (V) 2 
ekstraktor (V) 0,2 
temperatura vhodne plošče (°C) 100 
temperatura razpršilnega N2 (°C) 350 
pretok N2cone (l/h) 30 
pretok razpršilnega N2(l/h) 350 
Način SIR (angl. Selected Ion Recording) 
 
3.2.5 Statistična obdelava rezultatov 
 
Pridobljene podatke smo uredili in pripravili s programom Microsoft Excel XP. Osnovne 
statistične parametre smo izračunali s programom MEANS, s postopkom UNIVARIATE 
pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999). Za obdelavo 
podatkov o vsebnosti PhIP smo uporabili statistični model, v katerega smo vključili fiksen 
vpliv časa toplotne obdelave (pri 180 °C) (t, i = 2, 4, 6, 8, 10 h), ekstrakta (EX, j = brez, 
EV, E70A, E70B, E50, E30, E20 in α-pinen), ter interakciji načina in ekstrakta ter časa in 
ekstrakta: Yijkl= μ + ti + EXj + N*EXkj + t*EXij + eijkl. Vpliv načina (N, k: mokri in 
suhi) je bil neznačilen in smo ga iz modela izključili. Ocenjene srednje vrednosti za 
eksperimentalne skupine so bile izračunane z Duncanovim testom in primerjane pri 5 % 
tveganju. 
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Pri segrevanju mešanice osnovnih raztopin glukoze, fenilalanina in kreatina pri 180 °C se 
med drugim tvori PhIP. Zanimalo nas je, ali imajo dodatki posameznih ekstraktov brinovih 
jagod (EBJ) k osnovni reakcijski mešanici (Phe, Glu, kreatin) kakšen vpliv na njegov 
nastanek. Literatura namreč navaja, da imajo rastlinski ekstrakti potencial pri zaviranju 
nastajanja posameznih heterocikličnih aromatskih aminov (HCA), nekateri pa celo 
spodbujajo nastanek. S tem namenom smo se odločili proučiti različno pripravljene EBJ in 
frakcije EBJ pridobljene s frakcionirno ekstrakcijo na trdni fazi, z uporabo eluatov z 
različnimi deleži etanola. Poleg tega smo pridobili tudi rezultate v primeru dodatka EBJ k 
mesni izceji. V mesni izceji se namreč nahajajo vsi potrebni prekurzorji za nastanek HCA, 
med drugim tudi PhIP. 
 
4.1 DOLOČANJE SUHE SNOVI EKSTRAKTOV BRINOVIH JAGOD 
 
Suho snov smo določali na več načinov, poleg gravimetrije (s sušenjem) tudi z 
refraktometrom. Z refraktometrom smo pomerili suho snov (rezultat podan v %) v 
posameznih ekstraktih brinovih jagod (EBJ) in v posameznih topilih, s katerimi smo 
pripravljali le-te. Rezultati so prikazani v spodnji preglednici 9. Razberemo lahko, da ima 
vodni EBJ (EV) največji delež suhe snovi, sledi mu 70 % etanolni EBJ (E70A in E70B). 
Najmanjši delež suhe snovi pa smo z refraktometrom določili pri 30 % etanolnem EBJ 
(E30). 
 
Preglednica 9: Vsebnost suhe snovi posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ) pridobljenih z 
refraktometrom. 
Vrsta EBJ 
suha snov EBJ 
(g/100 mL) 
vodni ekstrakt (EV) 1,82 
20% EtOH ekstrakt (E20) 1,46 
30% EtOH ekstrakt (E30) 1,25 
50% EtOHekstrakt (E50) 1,44 
70% EtOH ekstrakt (E70A) 1,78 
70% EtOHekstrakt (E70B) 1,69 
EBJ: ekstrakt brinovih jagod, suha snov EBJ (S.S. EBJ= S.S. (vzorec EBJ) – S.S. (topilo) (g/100 mL)). 
 
Zaradi določenih specifik principa delovanja refraktometra smo se odločili, da suho snov 
izmerimo še na osnovi gravimetrije. Z refraktometrom smo namreč določili neznačilno 
visoke deleže suhe snovi. Spodnja preglednica (10) prikazuje suhe snovi ekstraktov 
(g/100 mL EBJ), ki smo jih dobili s sušenjem (Poglavje 3.2.1.2) na rotavaporju (BUCHI). 
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suha snov  
 (g/100 mL) 
količina dodatka EBJ 
(μL) 
EV vodni ekstrakt 0,2270 100,0 
E70A 70 % EtOH ekstrakt 0,2630 86,3 
E70B 70 % EtOH ekstrakt 0,2740 82,8 
E50 50 % EtOH ekstrakt 0,2250 100,8 
E30 30 % EtOH ekstrakt 0,1885 120,4 
E20 20 % EtOH ekstrakt 0,2035 111,6 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod. Količine dodatka EBJ- količine, katere smo dodali pri posameznih poskusih na 
modelnih zmeseh (pri mesni izceji smo dodajali polovične količine dodatka). 
 
4.2 SPEKTROFOTOMETRIČNA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTOV BRINOVIH 
JAGOD  
 
Odločili smo se, da s spektrofotometrom oz. merjenjem absorbance pri 300 nm (A300) 
vsem osnovnim ekstraktom brinovih jagod (EBJ) in vsem etanolnim frakcijam očiščenega 
70 % etanolnega EBJ (E70B) ter osnovnega 50 % etanolnega EBJ (E50) določimo delež 
spojin (fenolne spojine in druge spojine z dvojnimi vezmi itd.), ki absorbirajo v tem 
območju. 
 



















EV Vodni 20 0,822 0,409 0,226 8,171 / 
E70A 70 % EtOH EBJ 20 1,616 1,165 0,926 23,294 / 
E70B 70 % EtOH EBJ 20 1,722 1,253 1,002 25,068 / 
E50 50% EtOH EBJ 20 1,657 1,181 0,931 23,612 / 
E30 30 % EtOH EBJ 20 1,169 0,707 0,487 14,142 / 
E20 20 % EtOH EBJ 20 1,064 0,603 0,389 12,070 / 
E70B-S20 20 % EtOH 70 % EtOH EBJ 10 0,081 0,075 0,063 0,754 3,008 
E70B-S30 30 % EtOH 70 % EtOH EBJ 10 0,218 0,219 0,215 2,187 8,725 
E70B-S50 50 % EtOH 70 % EtOH EBJ 10 0,369 0,369 0,349 3,687 14,709 
E70B-S70 70 % EtOH 70 % EtOH EBJ 10 0,036 0,0405 0,039 0,405 1,614 
E50-S20 20 % EtOH 50 % EtOH EBJ 10 0,095 0,090 0,078 0,904 3,830 
E50-S30 30 % EtOH 50 % EtOH EBJ 10 0,184 0,186 0,182 1,864 7,893 
E50-S50 50 % EtOH 50 % EtOH EBJ 10 0,294 0,299 0,289 2,991 12,667 
E50-S70 70 % EtOH 50 % EtOH EBJ 10 0,050 0,0422 0,036 0,422 1,787 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, E- ekstrakt, S- očiščena etanolna frakcija, številka pa pomeni delež etanola v 
frakciji oz. ekstraktu brinovih jagod. EtOH- etanolni. 
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Osnovne ekstrakte smo pred meritvijo absorbanc 20-krat (Preglednica 11), posamezne 
očiščene frakcije EBJ pa 10-krat redčili z namenom, da smo prišli v merilno območje. Ob 
upoštevanju razredčitev vzorcev, smo prišli do spoznanja, da imajo najvišjo absorbanco 
E70A in E70B ter E50. Sledita jim E30 in E20. Najnižjo absorbanco izmed osnovnih 
EBJje imel EV. V preglednici 11 so prikazani tudi izračunani deleži A300 posameznih 
frakcij glede na osnovni ekstrakt. Opazili smo trend, da 50 % etanolni frakciji (E50-S50 in 
E70B-S50) predstavljata največji delež absorbance glede na osnovni ekstrakt (14,7 % 
E70B in 12,7 % E50), 20 % etanolni frakciji (E50-S20 in E70B-S20) pa predstavljata 
najnižji delež (3,0 % E70B oz. 3,8 % E50). 
 
Vsota deležev posameznih frakcij E70B znaša 28,1 %, medtem ko vsota deležev 
posameznih frakcij E50 znaša 26,2 %.  
 
Najnižjo absorbanco sta tako pokazali 70 % EtOH očiščeni frakciji (E70B-S70 in E50-
S750), sledita jim 20 % EtOH frakciji (E70B-S20 in E50-S20) in 30 % EtOH frakciji 
(E70B-S30 in E50-S30). Najvišjo absorbanco pa smo izmerili pri 50 % frakciji (E70B-S50 
in E50-S50). Pri 30 in 50 % etanolnih frakcijah je razvidno, da imajo nekoliko višje 
vrednosti frakcije osnovnega 70 % etanolnega EBJ (E70B). Glede na osnovne EBJ pa 
lahko zaključimo, da višji delež etanola v ekstraktu (glede na način priprave) vpliva na 
višje vrednosti absorbanc. Vodni EBJ (EV) ima najnižjo absorbanco glede na osnovne EBJ 
oz. primerljivo z E70B-S50. V rastlinskih ekstraktih v največji meri prispevajo fenolne 
spojine k absorbanci pri valovnih dolžinah nižjih od 300 nm.  
 
4.3 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL EKSTRAKTOV BRINOVIH JAGOD 
 
Iz rezultatov (Slika 11) je razvidno, da ima največji antioksidativni potencial (AOP) 
ekstrakt s 50 % etanolom, sledita oba ekstrakta s 70 % etanolom. Pri ekstraktih 
pripravljenih z manj kot 50 % etanola so koncentracije antioksidantov manjše, najnižje 
vrednosti so v vodnem ekstraktu, kjer je koncentracija manjša od tretjine vrednosti v 50 % 
etanolu. Rezultati meritev AOP so skladni tudi z meritvami absorbance pri 300 nm 
(Preglednica 11), kjer imata 50 % in 70 % etanolni ekstrakt najvišjo absorbanco. 
Absorbanca rastlinskih ekstraktov v UV območju je pogosto tudi merilo za oceno 
vsebnosti fenolnih spojin, ki zaradi substituiranih aromatskih obročev absorbirajo v tem 
delu spektra. 
 
Reaktivnost posameznih ekstraktov brinovih jagod v različnih izvedbah posameznih testov 
za določitev AOP se močno razlikuje in v splošnem lahko ugotovimo, da so antioksidanti 
najbolj reaktivni v testu FC, najmanj pa v testih DPPH in ABTS pri vrednosti pH 5, v vodi 
oziroma metanolu, ko je reaktivnost antioksidantov le približno 40 % tiste v testu FC. 
Velike razlike v reaktivnosti antioksidantov v kompleksnih matriksih so bile ugotovljene 
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že predhodno (Abramovič in sod., 2017), relativna reaktivnost v posameznem matriksu 
(npr. čaj, sok, pivo, kava, ...) pa je bila različna, kar je posledica razlik v sestavi 
antioksidantov. V našem poskusu nismo ugotovili velikih relativnih razlik v reaktivnosti, v 
različnih testih, med posameznimi ekstrakti (vzorci 1 do 6), kar najverjetneje pomeni, da se 
reaktivnost, oziroma sestava antioksidantov v posameznih frakcijah, le malo razlikuje. 
Opažene razlike v AOP so tako bolj verjetno posledica razlik v koncentraciji kot pa v 
sestavi antioksidantov.  
 
Primerjava rezultatov po čiščenju z SPE pa vendarle razkrije, da prihaja do razlik v sestavi 
posameznih frakcij. To je najlepše razvidno pri primerjavi frakcije 7 (spiranje s 30 % 
EtOH) in frakcije 10 (spiranje s 100 % EtOH). V frakciji 7 je npr. relativna aktivnost v 
testu ABTS s pH 7,4 večja kot v testu, medtem ko je v frakciji 10 razmerje med relativno 
aktivnostjo v testu FC in testu ABTS s pH 7,4 največje med vsemi analiziranimi 
frakcijami. Na osnovi teh meritev lahko sklepamo, da se sestavi antioksidantov v frakcijah 
10 in 7 razlikujeta. 
 
 
Slika 11: Vsebnost antioksidantov v izbranih ekstraktih in frakcijah po SPE, določena s testi DPPH, ABTS in 
FC. 
1= vodni EBJ oz. EV, 2= 70 % EtOH EBJ oz. E70A, 3=70 % EtOH EBJ oz. E70B , 4=50 % EtOH EBJ oz. 
E50, 5= 30 % EtOH EBJ oz.E30, 6=20 % EtOH EBJ oz E20, 7= E70B-S30, 8=E70B-S50, 9=E70B-S70, 
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4.4 KVANTIFIKACIJA PHIP V MODELNIH SISTEMIH 
 
V posameznem vzorcu oz. reakcijski zmesi je približno 9,0 mg glukoze, 8,3 mg 
fenilalanina in 6,6 mg kreatina. Poleg tega (izvzete so kontrole) vsebujejo tudi približno 
0,23 mg suhe snovi ekstrakta brinovih jagod (EBJ). 
 
4.4.1 Statistična obdelava rezultatov 
 
Statistična analiza je pokazala, da čas (p<0,001), ekstrakt brinovih jagod (EBJ) (p<0,001) 
in način v korelaciji z EBJ (p=0,0022) statistično značilno vplivajo na nastanek PhIP. 
Statistično značilne razlike obstajajo tudi pri času v korelaciji z EBJ (p<0,001). Sam način 
toplotne obdelave ne vpliva značilno na nastanek PhIP (p=0,0663). Statistično analizo smo 
opravili le pri rezultatih dobljenih na modelnih raztopinah, medtem ko na mesni izceji 
statistične analize nismo mogli izvesti zaradi premajhnega števila ponovitve poskusa. 
Rezultate modelnih poskusov smo združili (nismo ločili mokrega in suhega načina).  
 
Rezultati v spodnji preglednici 12 kažejo, da ni v celotnem poskusu statistično značilnih 
razlik o vplivu postopkov (suhi vs. mokri) na nastanek PhIP, torej med suhimi in mokrimi 
pogoji toplotne obdelave modelnih poiskusov. Statistično značilna je le razlike med α-
pinenom in ostalimi EBJ (p=0,041). α-pinen je predstavljal pozitivno kontrolo. 
 
Preglednica 12: Prikaz statistične verjetnosti vpliva načina (mokri ali suhi pogoj) toplotne obdelave (TO) 
modelnih zmesi pri 180 °C na nastanek PhIP (ng) v odvisnosti od vrste dodanega ekstrakta brinovih jagod 
(EBJ) ne glede na čas. 
EBJ 





































 53,22 0,436 
α-pinen 169,06a 169,06a 124,73 1,000 
SE 70,33 71,29 
  
pex 0,041 0,074   
SE – standardna napaka ocene; pp – statistična verjetnost vpliva postopka; pex– statistična verjetnost vpliva 
ekstrakta; vrednosti z različno nadpisano črko znotraj stolpca (
a,b
) se statistično značilno razlikujejo (p 0,05; 
značilnost razlik med ekstrakti); Oznake ekstraktov: EV- vodni, E70A in E70B-70 % etanolni, E50-50 % 
etanolni, E30-30 % etanolni, E20-20 % etanolni ekstrakt brinovih jagod. *Vrednosti se nanašajo na količino 
nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh. 
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Preglednica 13 prikazuje rezultate, ki smo jih dobili na modelnih poskusih pri suhih in 
mokrih pogojih. Osnovne raztopine smo v stehiometrijskem razmerju odpipetirali v 
epruveto (Slika 9 oz. 10), dodali določen volumen EBJ, vzorce odparili z vukuumsko 
centrifugo (VC) ter v nadaljevanju postopali kot je prikazano na sliki 8 oz. 9. Iz rezultatov 
je razvidno, da so povprečne vsebnosti nastalega PhIP v zmeseh z dodanim E70A in E70B 
(70 % etanolna EBJ) statistično značilno nižje v primerjavi s kontrolo (brez dodatka EBJ) 
pri 8 min TO, medtem ko pri vzorcih z dodanim EV, E50, E30, E20 in med kontrolo ni 
značilnih razlik. Povprečne vsebnosti nastalega PhIP v vzorcih z dodanim α-pinenom pa so 
statistično značilno višje v primerjavi s kontrolo, pri 4, 6, 8 in 10 minutah TO. Pri EV 
(vodni EBJ) opazimo, da obstajajo značilne razlike med vsebnostjo PhIP le pri 10 minutah 
TO. Vsi EBJ pa pri 10 min TO značilno vplivajo na nižje vsebnosti nastalega PhIP v 
primerjavi s kontrolo, medtem ko med posameznimi EBJ pri 10 min TO ni razlik, izjema je 
α-pinen. Vsebnost PhIP v vzorcih z dodanim vodnim EBJ (EV) in v vzorcih z dodanim 
70 % etanolnim EBJ (E70A in E70B) je pri 10 minutah TO značilno višja kot pri 6 
minutah (omenjeno velja tudi za kontrolo). Če se osredotočimo na 4 in 6 min TO opazimo, 
da ni razlik v vsebnosti PhIP med kontrolo in ostalimi EBJ. Statistično značilna razlika 
obstaja pri 2 min TO z dodatkom E50 in E20, pri 6 min TO pa le pri α-pinenu (pozitivna 
kontrola). 
 
Iz preglednice 13 je razvidno, da s časom toplotne obdelave vsebnost PhIP statistično 
značilno narašča (p<0,001). Prav tako lahko opazimo, da glede na zastavljen poskus ni 
razlik med posameznimi EBJ in kontrolo pri 4 min (p=0,301) in 6 min (p=0,075) TO. 
Značilne razlike v vsebnosti PhIP med določenimi EBJ in kontrolo pa obstajajo pri 8 in 
10 min TO pri 180 °C (p<0,001). 
 
Preglednica 13: Vpliv dodanih ekstraktov brinovih jagod (EBJ) oz. standarda (α-pinen) na tvorbo PhIP (ng) v 
modelnih zmeseh v odvisnosti od časa toplotne obdelave (TO) pri 180 °C ne glede na način priprave. 
Čas  
TO 
Ekstrakt     SE                 pex 
kontrola EV E70A E70B E50 E30 E20 α-pinen 
  
2 12,17BCe  11,56BCe   17,40BACd   18,59BACd   21,28Ac   17,37BACc   10,14Cc   20,33BAe 6,80 0,043 
4 65,73Ad  71,17Ad   81,63Ac   74,75Ac   79,83Ab   85,41Ab   65,03Ab   66,49Ad 17,31 0,301 
6 105,93Bc 122,58Bc 106,29Bbc 111,78Bb 119,80Bba 126,52Baa 120,00Ba 157,67Ac 28,38 0,075 
8 160,34Bb 141,86CBb 128,20Cba 122,82Cba 152,65CBa 134,04Cba 131,02CBa 253,77Ab 23,71 < 0,001 
10 227,74Ba 172,55Ca 136,61Ca 148,56Ca 148,53Ca 148,39Ca 137,60Ca 347,06Aa 34,84 < 0,001 
SE 15,52   14,69   23,41 27,89 41,83   22,58   20,20   15,28 
  
pt < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001  < 0,001 < 0,001 < 0,001   
SE – standardna napaka ocene; pt– statistična verjetnost vpliva časa; vrednosti z različno nadpisano črko 
znotraj vrstice (
A-D
) se statistično značilno razlikujejo (p  0,05; značilnost razlik med časi);pex– statistična 
verjetnost vpliva ekstrakta; vrednosti z različno nadpisano črko znotraj stolpca (
a-e
) se statistično značilno 
razlikujejo (p  0,05; značilnost razlik med ekstrakti). Oznake ekstraktov:EV- vodni, E70A in E70B-70 % 
EtOH, E50-50 % EtOH, E30-30 % EtOH, E20-20 % EtOH EBJ. 
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Preverili smo tudi vpliv dodatka standarda (-)-α-pinena in (+)-α-pinena (namesto EBJ) v 
modelni reakcijski mešanici. Po odpipetiranju osnovnih raztopin (glukoze, fenilalanina, 
kreatina) smo odparili vodo (Slika 9) in dodali omenjen standard. Odločili smo se da 
dodamo 100 μL 0,6 mg/mL (+)-α-pinena oz.(-)-α-pinena. Iz preglednice 13 je razviden 
trend naraščanja vsebnosti PhIP s časom toplotne obdelave (statistično značilne razlike 
med posameznimi časi TO). Dobljene rezultate smo združili, saj med (-)-α-pinenom in (+)-
α-pinenom nismo opazili razlik. 
 
4.4.2 Modelni poskus nastanka PhIP v suhih pogojih 
 
Slika 12 prikazuje nastajanje PhIP v modelnih zmeseh v odvisnosti od časa, pri toplotni 
obdelavi pri 180 °C. V epruvete smo odpipetirali osnovne raztopine oz. prekurzorje PhIP 
(Phe, kreatinin, Glu) in posamezne ekstrakte brinovih jagod (EBJ). V začetni fazi smo, z 
namenom postavitve metode, modelni poskus izvedli pri desetih različnih časovnih 
intervalih. Kot je razvidno iz slike 12, smo pri 2, 4, 6, 8 in 10 minutah naredili ponovitev, 
pri čemer je bil standardni odklon rezultatov pri 2 in 10 minutah zanemarljivo majhen. 
Rezultati kažejo, da se nastanek PhIP z daljšim časom toplotne obdelave povečuje. Do 10 
minut TO lahko govorimo praktično o linearnem naraščanju (kontrola). Po 10 minutah 
toplotne obdelave se vrednosti PhIP ne povečujejo več bistveno. Vsebnost nastalega PhIP 
po 20 min TO je podobna vsebnosti PhIP po 10, 12 in 14 min toplotne obdelave.  
 
 
Slika 12: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh brez dodatka ekstrakta brinovih jagod (kontrola) v 
odvisnosti od časa toplotne obdelave (TO) v termobloku pri 180 °C v suhih pogojih. 
 
Na osnovi prikazanih rezultatov (Slika 12) smo se odločili, da v nadaljevanju izvajamo 
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vsebnost PhIP doseže ˝plato˝. Osredotočili smo se na vprašanje, kolikšne so absolutne 
količine nastalega PhIP po 2, 4, 6, 8 in 10 minutah toplotne obdelave (TO). 
 
 
Slika 13: Primerjava vsebnosti nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh brez dodatka ekstrakta brinovih jagod 
(kontrola) in z dodatkom EV v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EV- vodni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. 
 
Iz slike 13 je razvidno, da se povprečni vsebnosti PhIP pri 10 minutah TO statistično 
značilno razlikujeta. V vzorcih z dodanim EV je povprečna vsebnost nastalega PhIP za 
32,1 % nižja v primerjavi s kontrolo, pri 10 min TO (suhi pogoji). Pri 2, 4, 6 in 8 minutah 
TO nismo opazili značilnih statističnih razlik med EV in kontrolo. 
 
Slika 14 prikazuje rezultate ob dodatku 70 % etanolnih EBJ (E70A in E70B). Pri 8 
minutah TO z dodanim E70A in E70B lahko govorimo o zmanjševanju nastajanja PhIP v 
primerjavi s kontrolo, vendar razlike niso statistično značilne. Po 10 minutah TO vidimo, 
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Slika 14: Primerjava vsebnosti nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh brez (kontrola) in z dodatkom E70A, 
E70B v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 




Slika 15: Vsebnost nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh brez (kontrola) in z dodatkom E50 v odvisnosti 
od časa TO v suhih pogojih. 
E50- 50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. 
 
E50 pri 8 in 10 minutah toplotne obdelave vzorcev neznačilno vpliva na nižje vsebnosti 
nastalega PhIP (Slika 15). Pri dodanem E50 se je vsebnost PhIP zmanjšala za 36,6 % glede 
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Slika 16: Vsebnost nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh brez (kontrola) in z dodatkom E30 v odvisnosti 
od časa TO v suhih pogojih. 
E30- 30 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. 
 
Dodatek E30 značilno vpliva na nižjo vsebnost PhIP v modelnih zmeseh (suhi pogoji), pri 
8 minutah TO pri 180 °C. Po 8 minutah se je vsebnost PhIP zmanjšala za 32,2 % po 10 
minutah pa za 40,3 %. 
 
 
Slika 17: Vsebnost nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh brez (kontrola) in z dodatkom E20 v odvisnosti 
od časa TO v suhih pogojih. 
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Iz slike 17 je razviden vpliv E20 na nastanek PhIP. Do 6 minut TO ne prihaja do razlik v 
vsebnosti PhIP, značilne se pojavijo pri 10 minutah TO. Po 10 minutah je povprečna 
vsebnost nastalega PhIP ob dodatku E20 za 50,3 % nižja kot v vzorcih brez dodatka. 
Dodatek E20 pri 8 minutah TO vpliva na 27,8 % inhibicijo nastanka PhIP, vendar 
neznačilno. 
 
4.4.3 Modelni poskus nastanka PhIP v mokrih pogojih 
 
Zanimalo nas je, kakšno vlogo ima način toplotne obdelave (način dodajanja ekstraktov 
brinovih jagod (EBJ, oz. mokri in suhi pogoji) na nastanek PhIP. S tem namenom smo vse 
modelne poskuse izvedli tudi v mokrih pogojih (Slika 10). V steklene epruvete smo 
odpipetirali osnovne modelne raztopine (fenilalanin, kreatin, glukoza), katerim smo z 
vakuumsko centrifugo odparili vodo in v nadaljevanju dodali ustrezne količine posameznih 
EBJ (Preglednica 3 in Poglavje 3.1.4). Vzorce smo toplotno obdelali pri enakih pogojih 
(180 °C, 2, 4, 6, 8 in 10 min). Rezultate smo izrazili v ng PhIP v zmesi oz. v vzorcu. 




Slika 18: Vsebnost nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom EV v 
odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EV- vodni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. 
 
Tako kot pri vseh predhodnih poskusih, z daljšim časom TO vsebnost nastalega PhIP 
narašča. Prvi dve minuti TO se je tvorilo relativno malo PhIP, pri 4 minutah pa je njegova 
vsebnost že večja. Pri 6 minutah TO smo opazili razliko pri tvorbi PhIP med posameznimi 
































Berdnik I. Zaviranje nastanka PhIP z uporabo brinovih ekstraktov v modelnih raztopinah.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
47 
primerjavi s kontrolo, a po 8 minutah TO je povprečna vsebnost PhIP za 17,5 % nižja v 
primerjavi s kontrolo. Pri 10 minutah TO, kljub nižji povprečni vsebnosti PhIP ob 
dodanem EV, ni značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. 
 
 
Slika 19: Vsebnost nastalega PhIP (ng) v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom E70A 
oz. E70B v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
E70A oz. E70B - 70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod (paralelka), TO- toplotna obdelava v termobloku pri 
180 °C. 
 
E70A in E70B sta se izkazala za podobno učinkovita, med njima namreč ni bilo opaznih 
značilnih razlik. Povprečna vsebnost PhIP je pri 10 minutni TO za 44,2 % nižja ob 
dodanem E70A v primerjavi s kontrolo. Govorimo o tako imenovani verjetni inhibiciji. Pri 
2 in 4 minutah TO lahko iz slike 19 razberemo, da v vsebnosti PhIP ob dodanem E70A, 
E70B in kontrolo ne obstaja značilnih razlik. Opazimo pa lahko trend, da so pri 2 in 4 min 
TO povprečne vsebnosti PhIP nekoliko višje v primerjavi s kontrolo. Pri 6 minutah TO je 
prišlo do navideznega preobrata (Slika 19), vendar ni opaznih razlik med kontrolo in E70A 
oz. E70B. Podobne rezultate smo dobili tudi pri dodatku E70B (paralelka). In sicer, po 8 in 
10 minutah TO se je tvorilo manj PhIP. Dodatek E70B je po 8 minutah TO vplival na 
21,0 % značilno zmanjšanje vsebnosti PhIP, pri 10 minutah pa se je vsebnost PhIP 
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Slika 20: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom E50 v 
odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
E50- 50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. 
 
Slika 20 prikazuje vpliv E50 na nastanek PhIP v modelnih raztopinah. E50 ima največji 
vpliv na zmanjšanje vsebnosti PhIP (32,7 % nižja) pri 10 min TO v primerjavi s kontrolo. 
Pri 2, 4 in 6 min TO se je vsebnost PhIP ob dodatku E50 celo značilno povečala v 
primerjavi s kontrolo. Pri 6 min TO se je vsebnost PhIP ob dodatku E30 povečala za 45,1 
% (Slika 20). 
 
 
Slika 21: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom E30 v 
odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
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Pri 4, 6 (značilno) in 2 (neznačilno) minutah TO opazimo, da se pri vzorcih z E30 tvori več 
PhIP kot pri kontroli. Največji značilen zaviralni vpliv E30 na nastanek PhIP je razviden 
pri 10 minutah TO, in sicer je vsebnost PhIP za 28,8 % nižja v primerjavi s kontrolo. 
 
 
Slika 22: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom E20 v 
odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
E20- 20 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, TO - toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C.  
 
Pri vzorcih z 20 % etanolnim EBJ (E20) je pri 10 minutahTO pri 180 °C razviden največji 
statistično značilen zaviralni vpliv na nastanek PhIP. In sicer, povprečna vsebnost PhIP je 
za 27,6 % nižja v primerjavi s kontrolo. Po 4 in 6 minutah TO pa lahko vidimo, da je 
vsebnost PhIP v vzorcih z dodanim ekstraktom višja v primerjavi s kontrolo, pri 4 min je 
vrednost statistično značilna. Pri 6 min TO pa se je vsebnost PhIP povečala za 34,7 %. 
 
20 % koncentrirana etanolna frakcija vodnega ekstrakta brinovih jagod (EV-S20K) v 
največji meri zaviralno vpliva na nastanek PhIP v modelnem vzorcu (povprečna vsebnost 
PhIP je najnižja pri 8 oz. 10 minutah TO). Podrobneje, povprečna vsebnost PhIP je po 
10 minutah TO v vzorcu z dodano EV-S20K značilno nižja za 32,4 % v primerjavi s 
kontrolo. Iz slike 23 je razviden nekakšen trend, da bistvenih razlik do 6 minut TO med 
posameznimi frakcijami ni, le-te so opazne po 10 minutah toplotne obdelave. Prav tako 
lahko, glede napovprečne vsebnosti PhIP pri 4 in 6 minutah TO, opazimo, da vse 
prečiščene frakcije EV vplivajo celo na višjo vsebnost PhIP v primerjavi s kontrolo. Iz 
slike 22 je razvidno, da ima 20 % nekoncentrirana frakcija vodnega EBJ (EV-S20) najnižjo 
zaviralno moč oz. celo spodbuja nastanek PhIP pri 10 minutah TO. Vsebnost PhIP se je 
namreč pri 10 min TO povečala za 23,4 % v primerjavi s kontrolo. Ob tem je potrebno 
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Slika 23: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij EV v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV- vodni ekstrakt brinovih jagod, EV-S70=70 % etanolna 
frakcija EV, EV-S50= 50 % etanolna frakcija EV, EV-S30=30 % etanolna frakcija EV, EV-S20K= 20 % 
etanolna koncentrirana frakcija EV, EV-S20= 20 % etanolna frakcija EV. 
 
 
Slika 24: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij E70A v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. E70A= 70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, E70A-S70= 
70 % etanolna frakcija E70A, E70A-S50= 50 % etanolna frakcija E70A, E70A-S30= 30 % etanolna frakcija 
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Iz slike 24 je razvidno, da E70A-S20K (K=koncentrirana) v največji meri zaviralno vpliva 
na nastanek PhIP, oz. je povprečna vsebnost PhIP po 10 minutah TO značilno najnižja v 
primerjavi z ostalimi (izjema je E70A-S70, kjer omenjena razlika ni statistično značilna). 
Pri 4 in 6 minutah TO je vsebnost PhIP pri E70A-S20 (nekoncentrirana) in E70A-S30 višja 
kot pri kontroli. V vzorcu z dodano E70A-S30 frakcijo pa lahko opazimo, da je povprečna 
vsebnost PhIP pri 8 minutah TO za 32,5 % višja v primerjavi s kontrolo, vendar ima pri 10 




Slika 25: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij E70B v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. E70B= 70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, E70B-S20K= 
20 % etanolna koncentrirana frakcija E70B, E70B-S20= 20 % etanolna frakcija E70B. 
 
Koncentrirana 20 % etanolna frakcija E70B (E70B-S20K) pri 10 minutah TO značilno 
vpliva na 40,5 % nižjo vsebnost PhIP v primerjavi s kontrolnimi vzorci (voda). V nasprotju 
E70B-S20 (20 % nekoncentrirana etanolna frakcija 70 % etanolnega EBJ) pri 4, 6 in 8 
minutah TO vpliva na višjo povprečno vsebnost PhIP v primerjavi s kontrolo, kar je 
najbolj razvidno pri 8 minutah TO (40,8 % višje vrednosti PhIP). Pri E70B-S20 ponovitev 
poskusa ni bila izvedena (ni podane standardne deviacije), pri E70B-S20K pa smo 
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Slika 26: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij E50 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. E50= 50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, E50-S70= 
70 % etanolna frakcija E50, E50-S50= 50 % etanolna frakcija E50, E50-S30=30 % etanolna frakcija E50, 
E50-S20K= 20 % etanolna koncentrirana frakcija E50. 
 
Če primerjamo posamezne frakcije osnovnega E50 vidimo, da najbolj učinkovito zavira 
nastanek PhIP E50-S20K frakcija. Že po 6 minutah TO je omenjena frakcija vplivala na 
17,6 % nižjo povprečno vsebnost PhIP, pri 10 minutah TO pa za 48,7 % nižjo vsebnost 
PhIP v primerjavi s kontrolo (statistično značilno). Značilnih razlik med E50-S30 in E50-
S50 frakcijo ter kontrolo pri 10 minutah TO ni razvidnih (Slika 26), prav tako ni opaziti 
razlik med omenjenima frakcijama pri 2, 4, 6 in 8 minutah TO. Zaključimo lahko, da je 
vsebnost PhIP po 4 oz. 6 minutah TO, pri dodatku 50 % oz. 70 % EtOH frakciji, višja 
glede na kontrolo. 
 
Slika 27 predstavlja rezultate posameznih frakcij 30 % osnovnega etanolnega ekstrakta 
brinovih jagod (E30). Razviden je trend, da s časom vsebnost PhIP narašča. Koncentrirana 
20 % etanolna frakcija E30 (E30-S20K) je pri 10 minutni TO pokazala največjo zaviralno 
moč, in sicer je povprečna vsebnost PhIP za 30,8 % nižja v primerjavi s kontrolo. Prav 
tako je zaviralni trend pokazala frakcija E30-S70 po 10 minutah TO (gledano na 
povprečje) kot tudi po 8 minutah TO (statistično značilno). V kolikor primerjamo E30-
S20K in E30-S70 pri 8 in 10 minutah TO opazimo, da med njima ni značilnih razlik. 
Izstopajoč rezultat je pri 4 minutah TO pri dodatku E30-S50 in E30-S30, ki v največji meri 
vplivata na višje vsebnosti PhIP. Splošno gledano so vse frakcije E30 vplivale na višjo 
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Slika 27: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij E30 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. E30= 30 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, E30-S70= 
70 % etanolna frakcija E30, E30-S50= 50 % etanolna frakcija E30, E30-S30= 30 % etanolna frakcija E30, 
E30-S20K= 20 % etanolna koncentrirana frakcija E30. 
 
 
Slika 28: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh z dodatkom vode (kontrola) in z dodatkom 
posameznih frakcij E20 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C. E20= 20 % etanolni ekstrakt brinovih jagod. E20-S70= 
70 % etanolna frakcija E20, E20-S50= 50 % etanolna frakcija E20, E20-S30=30 % etanolna frakcija E20, 
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20 % koncentrirana etanolna frakcija 20 % etanolnega ekstrakta brinovih jagod (E20-20K) 
je pri 10 minutah TO vplivala na najnižjo povprečno vsebnost PhIP v primerjavi s 
kontrolo, medtem ko značilnih razlik pri 10 minutni TO ni. E20-S20K vpliva na značilno 
najnižjo vsebnost PhIP tudi pri 8 minutah TO. Pri frakcijah E20-S50 in E20-S30 opazimo 
trend, da po 4 in 6 minutah TO vplivajo na višjo povprečno vsebnost nastalega PhIP v 
primerjavi s kontrolo (statistično neznačilno). 
 
4.4.4 Poskus nastanka PhIP v mesni izceji v suhih pogojih 
 
Proučevali smo vpliv posameznih ekstraktov brinovih jagod (EBJ) v mesni izceji kot 
modelnemu živilu. V epruvete smo odpipetirali 50 μL mesne (svinjske) izceje, ji dodali 
različne EBJ, vse skupaj premešali in odparili na vakuumski centrifugi (Slika 9). Na ta 
način smo ustvarili suhe pogoje in pričeli s toplotno obdelavo pri 180 °C. Rezultate smo 
izrazili v ng PhIP v zmesi (oz. v epruveti). Zaradi številčnosti oz. raznolikosti EBJ smo se 
odločili, da se osredotočimo le na količino PhIP pri 4, 8 in 10 minutah toplotne obdelave 
(TO). Na ta način smo lahko naredili ponovitve za vsak posamezni pogoj in za vse 
posamezne EBJ ter njihove frakcije. 
 
 
Slika 29: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez (kontrola) in z dodatkom posameznih osnovnih EBJ v 
odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV=vodni EBJ, E70A in 
E70B=70 % etanolni EBJ, E50= 50 % etanolni EBJ, E30=30 % etanolni EBJ, E20= 20 % etanolni EBJ. 
 
Iz slike 29 je razvidno, da je vsebnost PhIP z dodatkom posameznih EBJ bistveno nižja od 
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deviacija prevelika) je skupno, da so povprečne vsebnosti PhIP po 10 minutah TO nižje v 
primerjavi s kontrolo. Rezultat E70B po 4 minutah zelo odstopa od ostalih. E70A pri 8 
minutah TO vpliva na 70,0 % značilno nižje vsebnosti PhIP, pri 10 minutah TO pa zniža 
vsebnost PhIP za 88,5 % v primerjavi s kontrolo (statistično značilno). 
 
 
Slika 30: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij EV v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV=vodni EBJ, EV-S70= 
70 % etanolna frakcija EV, EV-S50= 50 % etanolna frakcija EV, EV-S30=30 % etanolna frakcija EV. 
 
Opazimo trend, da pri 10 minutah TO 30 % in 50 % etanolna frakcija EV vplivata na rahlo 
povečanje vsebnosti PhIP v primerjavi s kontrolo (statistično neznačilno). Povprečne 
vsebnosti PhIP so pri 4 in 8 minutah TO nižje pri vzorcih z dodano frakcijo EBJ v 
primerjavi s kontrolo. Podoben trend so pokazali tudi vzorci, katerim smo dodali 
prečiščene frakcije osnovnega 70 % EtOH EBJ (E70A) (Slika 31). EV-S50 je vplivala na 
48,6 % nižjo vsebnost PhIP v primerjavi s kontrolo pri 10 minutah TO (podoben vpliv je 
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Slika 31: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E70A v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E70A= 70 % etanolni EBJ, 
E70A-S70= 70 % etanolna frakcija E70A, E70A-S50= 50 % etanolna frakcija E70A, E70A-S30= 30 % 
etanolna frakcija E70A. 
 
 
Slika 32: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E50 v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E50= 50 % etanolni EBJ. 
E50-S70= 70 % etanolni E50, E50-S50= 50 % etanolna frakcija E50, E50-S30= 30 % etanolna frakcija E50. 
 
70 % etanolna frakcija osnovnega E50 je pri 8 minutah TO v mesni izceji vplivala na 
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da se vpliva 30 % in 70 % frakcije E50 značilno razlikujeta. In sicer, 70 % frakcija (E50-
S70) vpliva na značilno nižjo povprečno vsebnost PhIP pri 8 in 10 minutah TO v 
primerjavi s 30 % frakcijo (E50-S30). 
 
 
Slika 33: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E30 v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E30= 30 % etanolni EBJ, 
E30-S70=70 % etanolna frakcija E30, E30-S50= 50 % etanolna frakcija E30, E30-S30=30 % etanolna 
frakcija E30. 
 
Vzorci mesne izceje z dodano 70 % etanolno frakcijo osnovnega 30 % etanolnega 
ekstrakta brinovih jagod (E30-S70) imajo povprečne vsebnosti PhIP pri vseh časih TO 
nižje v primerjavi s kontrolo. Pri 8 in 10 minutah TO je razlika tudi statistično značilna (na 
osnovi 2 poiskusov). Povprečna vsebnost PhIP je po 10 minutah TO, ob dodani E30-S70 k 
mesni izceji, za 56,5 % nižja v primerjavi s kontrolo. Opaziti je tudi trend, da ima E30-S70 
frakcija boljši zaviralni učinek na nastanek PhIP v primerjavi z E30-S30. 
 
Iz slike 34 vidimo, da so povprečne vsebnosti PhIP v mesni izceji z dodanimi posameznimi 
frakcijami osnovnega E20 nižje v primerjavi s kontrolo. Po 8 minutah TO opazimo, da se 
nastajanje PhIP upočasnjuje oz. počasi ustavlja. V primeru E20 ponovno opazimo trend, in 
sicer je frakcija E20-S70 najučinkovitejša glede vsebnosti PhIP; pri 8 minutah TO je 
značilna razlika v primerjavi s kontrolo, pri 10 minutah razlika ni značilna. Poleg E20-S70, 
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Slika 34: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E20 v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E20= 20 % etanolni EBJ, 
E20-S70= 70 % etanolna frakcija E20, E20-S50= 50 % etanolna frakcija E20, E20-S30= 30 % etanolna 
frakcija E20. 
 
4.4.5 Poskus nastanka PhIP v mesni izceji v mokrih pogojih 
 
Podobno kot pri modelnem poskusu z modelnimi raztopinami smo tudi v mesni izceji 
želeli preveriti vlogo mokrih pogojev pri nastanku PhIP. 
 
Posamezni EBJ pri 8 in 10 minutah TO pri 180 °C vplivajo na nižje povprečne vsebnosti 
nastalega PhIP v primerjavi s kontrolo (Slika 35). Rezultati se pri 4 minutah TO nekoliko 
razlikujejo med seboj, verjetno na račun zgolj ene serije poskusov (rezultate je v tem 
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Slika 35: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka (kontrola) in z dodatkom posameznih EBJ v 
odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV= vodni EBJ, E70A in 
E70B= 70 % etanolni EBJ, E50= 50 % etanolni EBJ, E30= 30 % etanolni EBJ, E20= 20 % etanolni EBJ. 
 
 
Slika 36: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij EV v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV=  vodni EBJ, EV-
S70= 70 % etanolna frakcija EV, EV-S50= 50 % etanolna frakcija EV, EV-S30= 30 % etanolna frakcija EV. 
 
Pri 4, 8 in 10 minutah TO opazimo (Slika 36), da so 30 %, 50 % in 70 % etanolna frakcija 
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S70 pri 8 minutah TO). EV-S30 značilno vpliva na 46,8 % višjo vsebnost PhIP v 
primerjavi s kontrolo. 
 
 
Slika 37: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E70A v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E70A= 70 % etanolni ekstrakt 
brinovih jagod, E70A-S70= 70 % etanolna frakcija E70A, E70A-S50= 50 % etanolna frakcija E70A, E70A-
S30= 30 % etanolna frakcija E70A. 
 
E70A-S70 je pri 8 minutah TO pokazala največji inhibitorni vpliv oz. iz slike 37 lahko 
razberemo, da je povprečna vsebnost PhIP pri 8 minutah TO najnižja v primerjavi s 
kontrolo in ostalimi frakcijami (statistično značilno). Pri 10 minutah TO pa se vsebnosti 
PhIP ne razlikujejo več v takšni meri. 
 
Težko govorimo, da E50-S30 vpliva zaviralno na nastanek PhIP (Slika 38). Zanimivo je, 
da 70 % etanolna frakcija (E50-S70) kaže celo rahel trend spodbujanja nastanka PhIP 
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Slika 38: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E50 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E50= 50 % etanolni ekstrakt 
brinovih jagod, E50-S70= 70 % etanolna frakcija E50, E50-S50= 50 % etanolna frakcija E50, E50-S30= 
30 % etanolna frakcija E50. 
 
 
Slika 39: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E30 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E30= 30 % etanolni ekstrakt 
brinovih jagod, E30-S70= 70 % etanolna frakcija E30, E30-S50= 50 % etanolna frakcija E30, E30-S30= 
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Posamezne frakcije E30 so se večinoma, glede na povprečne vsebnosti PhIP, pri 8 in 10 
minutah TO, izkazale za statistično neznačilne inhibitorke nastanka PhIP (izjema je E30-
S70 pri 10 min TO). V največji meri je na nižjo povprečno vsebnost PhIP vplivala E30-
S50 frakcija, in sicer za 53,8 % v primerjavi s kontrolo. Ista frakcija je pri 10 minutah TO 
privedla do 25,3 % nižje povprečne vsebnosti PhIP glede na kontrolo. Pri 8 minutah TO je 
bila povprečna vsebnost PhIP, pri dodani E30-S70, značilno nižja v primerjavi s kontrolo, 




Slika 40: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka EBJ (kontrola) in z dodatkom posameznih 
etanolnih frakcij E20 v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, E20= 20 % etanolni ekstrakt 
brinovih jagod, E20-S70= 70 % etanolna frakcija E20, E20-S50= 50 % etanolna frakcija E20, E20-S30= 
30 % etanolna frakcija E20. 
 
Pri 10 minutah toplotne obdelave vzorcev se je za najbolj učinkovito izkazala E20-S30 (za 
30,4 % statistično neznačilno nižja povprečna vsebnost PhIP v primerjavi s kontrolo), 
medtem ko je pri 8 minutah TO do najnižje povprečne vsebnosti PhIP (50 %) privedla 
etanolna frakcija osnovnega E20 (statistično gledano ni razlik med kontrolo in E20-S50). 
Pri 4 minutah TO pa lahko vidimo (Slika 40), da je E20-S30 vplivala na rahlo višjo 
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4.4.6 Primerjava rezultatov 
 
Modelne poskuse smo izvajali v suhih oz. suho-suhih (SS; mesno izcejo in EBJ smo 
zmešali in posušili na vakuumski centrifugi (VC) pred TO) in mokrih oz. suho-mokrih 
(SM; k mesni izceji smo po VC dodali EBJ) pogojih. Zanimalo nas je, ali prisotnost vode 
vpliva na samo formacijo PhIP. Pri 50 % etanolnem ekstraktu brinovih jagod (E50) pa smo 




Slika 41: Vsebnost nastalega PhIP v mesni izceji brez dodatka (kontrola) in z dodatkom E50 v odvisnosti od 
časa TO pri različnih pogojih. 
E50= 50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C pri različnih 
pogojih; mokri-mokri pogoji (MM= mokra mesna izceja in moker EBJ), suho-mokri (SM= suha mesna izceja 
in moker EBJ) oz. suhi-suhi pogoji (SS= suha mesna izceja in suh EBJ). 
 
Iz slike 41 lahko vidimo, da je povprečna vsebnost nastalega PhIP pri 10 min TO najnižja 
pri vzorcih pri E50-MM (moko-mokrih pogojih) (statistično značilno), medtem ko sta 
povprečni vsebnosti PhIP pri 10 min TO pri SM (E50-SM) oz. pri SS (E50-SS) pogojih 
višje v primerjavi z E50-MM. Pri 8 min TO opazimo, da je vsebnost PhIP pri SS pogojih 
višja v primerjavi s kontrolo-SM (statistično neznačilno), in nižja v primerjavi s kontrolo-
MM (statistično značilno). Iz slike 41 opazimo, da so povprečne vsebnosti PhIP pri 8 in 
10 min TO ob dodanem E50 (50 % etanolnem ekstraktu brinovih jagod) nižje v primerjavi 
s kontrolo (brez dodatka EBJ). 
 
Spodnja slika (Slika 42) pa prikazuje spremembo relativne vsebnosti nastalega PhIP v 
modelnih zmeseh za posamezen ekstrakt brinovih jagod (EBJ) (%), v suhih pogojih pri 
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Slika 42: Sprememba relativne vsebnosti nastalega PhIP (%) pri posameznih osnovnih EBJ v modelnih 
zmeseh glede na kontrolo (voda) v odvisnosti od časa TO v suhih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, EV= vodni EBJ, E70A in 
E70B= 70 % etanolni EBJ, E50= 50 % etanolni EBJ, E30= 30 % etanolni EBJ, E20= 20 % etanolni EBJ. 
 
V povprečju dodatek EBJ pri 2 min TO zviša nastanek PhIP za 7,1 %, pri 4 min TO za 
5,7 % in pri 6 min TO za 11,4 % glede na kontrolo (Slika 42). Pri 8 min TO pa smo opazili 
preobrat (Slika 42). Pri 8 min TO EBJ v povprečju vplivajo na 22,7 % nižje vsebnosti 
nastalega PhIP glede na kontrolo, po 10 min TO pa kar 38,6 % nižje vsebnosti PhIP glede 
na kontrolo (Slika 42). 
 
Na sliki 43 je prikazana primerjava vsebnosti nastalega PhIP v modelnih zmeseh brez 
dodatka (kontrola) in z dodatkom različnih koncentriranih 20 % etanolnih frakcij osnovnih 
EBJ v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. E50-S20K statistično značilno vpliva na 
nižje povprečne vsebnosti PhIP v primerjavi s kontrolo pri 8 in 10 minutah TO. Pri 10 min 
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Slika 43: Primerjava vsebnosti nastalega PhIP v modelnih zmeseh brez dodatka (kontrola) in z dodatkom 
različnih koncentriranih 20 % etanolnih frakcij osnovnih EBJ v odvisnosti od časa TO v mokrih pogojih. 
EBJ- ekstrakt brinovih jagod, TO- toplotna obdelava v termobloku pri 180 °C, S20K= 20 % koncentrirana 
očiščena frakcija, EV= vodni EBJ, E70A in E70B= 70 % etanolni EBJ, E50= 50 % etanolni EBJ, E30=30 % 
etanolni EBJ, E20= 20 % etanolni EBJ. 
 
 
Slika 44: Vsebnost nastalega PhIP v modelnih zmeseh brez dodatka (kontrola) in z dodatkom (+)-α-pinena in 
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Alfa-pinen nam je služil za pozitivno kontrolo (namesto EBJ smo k modelnim zmesem 
dodali standard α-pinena). Glede na zastavljen model lahko vidimo, da imajo po 8 in 10 
minutah toplotne obdelave (TO) vzorci z dodanim α-pinenom statistično značilne višje 
vsebnosti PhIP v primerjavi s kontrolo, medtem ko do 4 minut TO ni opaznih razlik.   
Berdnik I. Zaviranje nastanka PhIP z uporabo brinovih ekstraktov v modelnih raztopinah.  




Na osnovi dobljenih rezultatov smo se začeli spraševati, katere spojine v posameznih EBJ 
v največji meri zaviralno vplivajo na nastanek PhIP, zakaj oz. kaj vpliva na višjo vsebnost 
nastanka PhIP v prvih 4 min TO in zakaj oz. kaj vpliva na nižje vsebnosti nastalega PhIP 
po 10 min TO, ipd.. Zavedamo se, da bi bilo predvsem potrebno izvesti več ponovitev za 
posamezne poskuse, da bi lahko z večjo gotovostjo potrdili sklepe. 
 
5.1 POSTAVLJANJE METODE »ON-OFF POSKUSI« 
 
Na začetku smo izvajali optimizacijo metode. Prvo vprašanje je bilo, kako izvesti poskuse 
v suhih pogojih oz. na kakšen način posušiti osnovne standardne raztopine glukoze, 
fenilalanina in kreatina ter morebitnih ekstraktov. Sušenje z evaporatorjem pri 100 °C se je 
izkazalo za neuspešno. Pri izparevanju je prišlo tudi do vidnih barvnih sprememb vsebine v 
epruveti - rahlo rumeno obarvanje. Odločili smo se, da reakcijsko zmes odparimo na 
vakuumski centrifugi (VC), ki se je izkazala za najuspešnejšo metodo. 
 
Naslednje vprašanje je bilo čas in temperatura toplotne obdelave (TO) vzorcev. Pri 
temperaturi 130 °C smo ugotovili, da se PhIP še ne tvori, primeren odziv pa smo dobili pri 
vzorcih, ki smo jih toplotno obdelali pri 180 °C, kar je tudi realna temperatura priprave 
hrane s suhimi postopki toplotne obdelave.  
 
Med toplotno obdelavo smo imeli epruvete odprte, saj se je v nasprotnem primeru voda 
zadrževala v epruveti, posledično temperatura ni presegla 100 °C, kar je bil verjetno tudi 
vzrok, da je bil nastanek PhIP manjši.  
 
Sledil je postopek ekstrakcije na trdni fazi (SPE). V prazno kolono smo najprej dodali 3 g 
diatomejske zemlje, vendar se je omenjena količina izkazala za preveliko. Poskušali smo s 
kombinacijo diatomejske zemlje in dodatkom 8 mL etilaceteta k vzorcu, sledil je še 
dodatek približno 1g Na2SO4, pri čemer smo prišli do najboljše ločitve faze. Vzorce smo 
nato poskušali raztopiti tudi z dodatkom metanola in acetona, ampak neuspešno. 
Neuspešen je bil tudi dodatek 1 mL NaOH, prav tako tudi dodatek 5 mL metanola. Na 
koncu smo se odločili za postopek SPE, ki je opisan v poglavju 3.2.4.2.1. 
 
Z namenom boljšega razklopa toplotno obdelanega vzorca smo dodali 2 mL 1 M NaOH, 
vendar smo v nadaljevanju naleteli na težave. In sicer, ko smo vzorec nanesli na kolono, 
napolnjeno z diatomejsko zemljo, je vodna faza stekla skozi. Zaključili smo, da je 2 mL 
1 M NaOH prevelika količina, zato smo v nadaljevanju dodajali po 1 mL 1 M NaOH. 
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5.2 PRIPRAVA EKSTRAKTOV BRINOVIH JAGOD 
 
Pri pripravi ekstraktov brinovih jagod (EBJ) smo med njimi opazili razlike. Pred 
filtriranjem sta bila vodni in 20 % EtOH EBJ (E20) motna, moten je bil tudi 30 % EtOH 
EBJ (E30), nekoliko manj 50 % EtOH EBJ (E50), medtem ko sta bila 70 % EtOH EBJ 
(E70A in E70B) bistra in najtemnejše rjave barve. Bolj kot so bili ekstrakti motni, 
počasneje je potekala filtracija.  
 
V epruvete smo odipetirali 10 mL posameznega EBJ in ga na vakuumski centrifugi 
posušili, da smo lahko določili suho snov. Po odparevanju smo vizualno ocenili, da je 
največ eteričnega olja vseboval vzorec E50, sledila sta mu E70A, E70B, E30, najmanj 
eteričnega olja pa je vseboval E20 in EV (vodni EBJ). Relativno velika količina eteričnega 
olja v brinovih jagodah nam je otežila določanje suhe snovi. Brinove jagode vsebujejo 
približno 2 % eteričnega olja (Alan in sod., 2016). 
 
5.3 SPEKTROFOTOMETRIČNO MERJENJE ABSORBANCE 
 
V poglavju 4.2 smo predstavili rezultate merjenja absorbanc pri 290, 300, 320 nm. Izbrali 
smo valovne dolžine okrog 300 nm, saj v tem območju poteka absorbcija fenolnih spojin, 
spojin z benzenovim obročem, dvojnih vezi, itd. Glede na rezultate ocenjujemo, da 
približno četrtina signala prispevajo fenolne spojine (300 nm). S čiščenjem (z uporabo 
različnih koncentracij etanola pri SPE) posameznih ekstraktov brinovih jagod (E70B in 
E50) smo se znebili predvsem sladkorjev. S tem, ko smo EBJ najprej sprali z 20 % 
etanolom smo odstranili predvsem polarne spojine, torej sladkorje. Vendar se moramo 
zavedati, da so to zgolj predvidevanja, saj sladkorji niso edine spojine, ki smo jih na ta 
način sprali (nekaj jih je verjetno tudi ostalo, a zelo malo). Z višjo koncentracijo etanola 
kot smo spirali vzorec višje so bile absorbance, vendar to ne velja za 70 % etanol. Najvišji 
absorbanci sta pokazali frakciji, ki smo jih očistili s 50 % EtOH. 50 % etanol namreč 
zaradi svoje polarnosti zajame največji razpon spojin glede topnosti; nekaj nepolarnih, 
manj nepolarnih, pa tudi polarnih, srednje polarnih in nekaj manj polarnih. Pri 70 % 
frakciji pa opazimo, da smo ekstrakte že skoraj popolnoma očistili in, da je v njih ostalo 
zgolj nekaj nepolarnih spojin. Verjetno gre predvsem za eterična olja, v katerih prevladuje 
pinen (limonen itd.) (Alanin in sod., 2012; Hanene in sod., 2012; Rostaefar in sod., 2017). 
 
5.4 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL EKSTRAKTOV BRINOVIH JAGOD 
 
Glede na rezultate sklepamo, da ima 50 % etanolni ekstrakt brinovih jagod (E50) največji 
antioksidativni potencial (AOP), sledi mu 70 % etanolni ekstrakt brinovih jagod (E70A in 
E70B), nato 30 % in 20 % EtOH ekstrakt. Med posameznimi osnovnimi ekstrakti brinovih 
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jagod se je vodni ekstrakt (EV) izkazal za najslabšega, glede na AOP. Po pričakovanjih 
imajo očiščene frakcije 70 % EtOH (št. 3) podobno majhno antioksidativno aktivnost. 
Vzorci so namreč bili velikokrat »prečiščeni« in z vsakim čiščenjem se AOP manjša. Ob 
interpretiranju rezultatov naj dodamo, da smo poskuse izvajali v paralelkah in ne v večjem 
številu ponovitev, zato ne moremo z veliko gotovostjo potrditi sklepov. Kljub temu smo 
skozi vse teste opazili podoben trend. Znano je, da antioksidanti igrajo pomembno vlogo 
pri zmanjševanju HCA v toplotno obdelanem mesu pri visokih temperaturah (Rahman in 
sod., 2014). Omenjene trditve v našem poskusu ne moremo potrditi z gotovostjo, saj E50 v 
modelnih zmeseh v suhih pogojih ni pokazal statistično značilnih razlik, kljub temu, da je 
bila povprečna vsebnost PhIP pri toplotni obdelavi 8 in 10 min nižja v primerjavi s 
kontrolo. Statistično značilno razliko smo opazili v mokrih pogojih, po 10 min toplotne 
obdelave. E70A in E70B pa sta v modelnih zmeseh pokazala statistično značilne nižje 
vsebnosti nastalega PhIP po 10 min TO v suhih (po 4 in 6 min v suhih pogojih pa sta bili 
povprečni vsebnosti celo višji v primerjavi s kontrolo) in v mokrih pogojih. Med 
posameznimi prečiščenimi frakcijami EBJ opazimo, da so se prav tako za potenicalno 
najučinkovitejše izkazale 70 % in 50 % frakcije na mesni izceji. Na splošno smo naredili 
premalo ponovitev, da bi lahko govorili o dejanskih učinkih posameznih EBJ. 
 
Iz slike 11 je razviden vpliv načina določitve oz. vrednosti pH in izbor metode na izmerjen 
AOP (mmol/L Trolox ekvivalentov). Sklepamo lahko, da ni velike kvalitativne razlike med 
posameznimi frakcijami. S tem mislimo, da je relativna reaktivnost, oziroma razmerja v 
reaktivnosti posameznih frakcij, v različnih pogojih približno enaka.  
 
Pri preračunavanju vsebnosti ekvivalentov Trolox v posameznih EBJ se nam je zdelo 
smiselno uporabiti lastne koeficiente umeritvenih krivulj (UK) (za teste ABTS, DPPH in 
FC), kljub temu, da so bili naši nakloni nekoliko nižji kot pri Grobinu (2016). Glede na to, 
da smo uporabili nekoliko starejši standard Trolox, nas nižji nakloni UK niso presenetili. 
Dodaten razlog zakaj smo za preračunavanje AOP EBJ rajši uporabili lastne koeficiente je, 
da smo omenjene vzorce obravnavali z istim pufrom kot UK. Rezultati kažejo na to, da 
ima vrednost pH 7,4 velik vpliv na absorbanco produkta DPPH2. Iz omenjenega sklepamo, 
da obstaja možnost, da že manjše razlike v vrednosti pH vplivajo na spremembe v 
absorbanci (zaznavne razlike). Iz dobljenih rezultatov lahko razberemo vpliv vrednosti pH 
v reakcijah. Zaradi omenjenega bi morda bilo smiselno dati poudarek na vrednost pH tudi 
pri samih modelnih raztopinah in poskusih na mesni izceji. V našem primeru je bila 
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5.5 NASTANEK PHIP V SUHIH IN MOKRIH POGOJIH V MODELNEM SISTEMU 
IN V MESNI IZCEJI 
 
V nalogi nas je zanimalo, ali obstaja povezava med nastankom PhIP v modelnih raztopinah 
(zmes fenilalanina, kreatina in glukoze (Manabe in sod., 1992; Dennis in sod., 2015)) in v 
mesni izceji, oziroma kakšne so razlike. V prvi vrsti nas je zanimal vpliv posameznih 
ekstraktov brinovih jagod (EBJ) na nastanek PhIP. Literatura namreč navaja, da v pečenem 
mesu na splošno lahko zmanjšamo količino HCA z dodajanjem določenih antioksidativnih 
spojin (Balogh in sod., 2000), ki jih med drugim vsebujejo tudi brinove jagode oz. EBJ. 
Modelni sistem je namreč najustreznejši način proučevanja vpliva različnih fizikalnih 
parametrov in prekurzorjev na nastanek HCA, oziroma v našem primeru PhIP (Skog in 
sod., 1998). Ugotovitve, ki jih dobimo preko modelnega sistema, je potrebno preizkusiti 
tudi na samih živilih. Živila, zaradi svoje kompleksnosti sestave, dostikrat ne ponujajo tako 
»lepih« rezultatov oz. rezultati zelo variirajo med različnimi izdelki. Na primer, dlje časa 
zorjeni mesni izdelki ob toplotni obdelavi nad 220 °C rezultirajo v višjih vsebnostih 
nastalih HCA (s tem tudi PhIP), v primerjavi z nezorjenim mesom (Polak in sod., 2009). 
Zaradi enostavnosti izvedbe poskusa smo uporabili svinjsko mesno izcejo, podobno kot 
Borgen in sodelavci (2001).  
 
5.5.1 Vpliv pogojev poskusa na nastanek PhIP 
 
Modelne poskuse smo izvajali v suhih in mokrih pogojih. Zanimalo nas je, ali prisotnost 
vode vpliva na samo formacijo PhIP. Iz slike 41 je razvidno, da med uporabljenimi pogoji 
obstajajo določene razlike. Dennis in sodelavci (2015) namreč ugotavljajo, da ima količina 
vode (poleg vrste in količine sladkorja ter količine prekurzorjev) neposreden vpliv na 
nastanek HCA (preko Maillardove reakcije), vendar pri deležu vode ne moremo govoriti o 
pozitivni korelaciji z nastajanjem HCA. Voda v mesu služi kot transportno sredstvo za 
topne prekurzorje (Jägerstad in sod., 1998) 
 
Vendar pa se tu postavlja novo vprašanje in sicer, kaj točno so mokri pogoji? Na začetku 
so bili mokri pogoji (različni volumni različno pripravljenih EBJ, količina vode je že v 
samem začetku variirala med vzorci), ki pa so se sčasoma lahko spremenili v suhe pogoje. 
Opazili smo namreč, da je pri dodatku nekaterih EBJ prišlo po nekaj minutah do popolne 
izsušitve raztopine. Hkrati pa smo tudi pri poskusih brez dodanega ekstrakta (suhi pogoji) 
opazili, da je po toplotni obdelavi bilo v epruveti nekaj vode. Verjetno kot posledica 
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Tako v mokrih kot v suhih pogojih je po toplotni obdelavi (TO) prišlo do manjših izgub 
vzorca, kar verjetno vpliva na relativno velike standardne deviacije rezultatov. Približno po 
eni minuti TO pri 180 °C je namreč v epruvetah začelo špricati (kljub prisotnosti vrelnih 
kroglic). Razlog se verjetno skriva v eteričnem olju ekstrakta, ki ima višje vrelišče. 
 
Poleg poskusov pri SM pogojih smo izvedli tudi serijo poskusov pri MM pogojih. S 
sliko 41 smo želeli na podlagi E50 in mesne izceje prikazati morebitno razliko med suho-
mokrim pogojem-SM (k mesni izceji smo po VC dodali EBJ), mokro-mokrim pogojem-
MM (k mokri mesni izceji smo dodali moker EBJ) in suho-suhim pogojem-SS (mesno 
izcejo in EBJ smo zmešali in posušili na VC pred TO). Za E50 smo se odločili predvsem 
zato, ker se je le-ta izkazal z najvišjo vsebnostjo AOP. Če se osredotočimo na 10 min TO 
opazimo trend, pri katerem so povprečne vsebnosti PhIP v vzorcih, ki so bili TO pri SM 
pogojih, nekoliko višje od vrednosti, ki smo jih dobili na mesni izceji pri MM pogojih. 
Razlog za omenjene rezultate je verjetno nekoliko višja vsebnost vode, čeprav statistična 
obdelava na modelnih zmeseh ni pokazala razlik med SM in SS pogoji (morda zaradi 
premalo ponovitev oz. zaradi drugače zastavljenega modela poskusa glede definiranja 
mokrih pogojev). Predvidevamo, da višja kot je vsebnost vode, nižje so vrednosti PhIP 
(opazno pri kontroli in E50). Podobno so ugotovil Skog in sodelavci (2000), da segrevanje 
suhega modelnega sistema omogoča formiranje predvsem PhIP, medtem ko vodni sistem 
ne favorizira tvorjenja le-tega. Kikugava s sodelavci (2004) in Kato s sodelavci (1996) 
ugotavljajo podobno, in sicer da je mutagenost v modelnih sistemih zmanjšana, ko se 
vsebnost vode poveča. Opazimo lahko trend, da je že v kontrolnem poskusu pri SS pogojih 
opazna višja vrednost nastalega PhIP v primerjavi s kontrolama pri SM in MM pogojih. 
 
Na splošno lahko pri rezultatih opazimo trend, da s časom vsebnost PhIP narašča, ne glede 
na uporabljen EBJ. Naraščanje pa se med 8 in 10 min TO počasi ustavlja. Kot je razvidno 
iz osnovnega poskusa (Slika 12), se po 10 minutah TO nastanek počasi ustavlja, vsebnost 
PhIP ostane na nekem nivoju oz. doseže tako imenovan »plato«. Skog in sodelavci (1998) 
so prišli do podobne ugotovitve, da maksimalna vsebnost PhIP običajno nastane med 5 -
10 minutami TO, odvisno od višine temperature. Možna razlaga je ta, da je zmanjkalo 
prekurzorjev oz., da so le-ti skoraj v celoti zreagirali v prvih 10 minutah TO. Obstaja tudi 
možnost, da morda prihaja do razpada PhIP na različne produkte, ki jih nismo identificirali. 
Dodali bi še, da verjetno prihaja do samih razlik že v času dosega ustrezne temperature 
(180 °C) samega vzorca. Predvidevamo, da je pri vzorcih, katerim smo dodali 50 % oz. 
70 % EBJ, prišlo do hitrejšega segrevanja osnovne reakcijske zmesi do želene temperature 
kot npr. pri kontrolnem vzorcu (voda). Omenjena ekstrakta namreč vsebujeta več 
eteričnega olja, kateri ima višje vrelišče od vode in se posledično hitreje segreva. 
 
Slika 42 prikazuje spremembo relativne vsebnosti nastalega PhIP za posamezen ekstrakt 
brinovih jagod (EBJ) (%), v suhih pogojih pri različnih časih TO, glede na kontrolo (brez 
dodatka EBJ). V nasprotju z našimi pričakovanji oz. literaturo, je iz omenjene slike 
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razvidno, da pri krajšem časovnem intervalu TO (pri 180 °C), dodatek EBJ dejansko 
poveča vsebnost nastalega PhIP v primerjavi s kontrolo. Literatura namreč navaja, da 
posamezni rastlinski ekstrakti vplivajo zaviralno na nastanek HCA in posledično na PhIP. 
Med le-te naj bi spadal čili (Zeng in sod., 2017), ekstrakt rožmarina (Knez Knafelj, 2013), 
sečunski poper (Zeng in sod., 2018) itd.. Na sliki lahko razvidimo tudi velike standardne 
deviacije. Kljub temu, da so reagenti istočasno prisotni eden zraven drugega, je sama 
reakcija nastanka PhIP zelo kompleksna. Več verižnih reakcij je namreč potrebnih za 
dokončen nastanek PhIP, kar pa je povezano s slučajnostjo. V povprečju dodatek EBJ pri 
2, 4 in 6 min TO zviša nastanek PhIP, medtem ko smo pri 8 min TO opazili preobrat. Pri 
8 min TO EBJ v povprečju vplivajo na 22,7 % nižje vsebnosti nastalega PhIP, po 10 min 
TO pa kar 38,6 % nižje vsebnosti PhIP glede na kontrolo. Slednji rezultat ( pri 8 in 10 min 
TO) pa so skladni z literaturo, ki navaja, da rastlinski ekstrakti vplivajo zaviralno na 
nastanek HCA (in posledično na PhIP). Iz tega lahko zaključimo, da je dodajanje EBJ k 
mesu oz. mesnim izdelkom smiselno, če omenjeno živilo toplotno obdelujemo več kot 8 
min, medtem ko, če meso obdelujemo zgolj 4 min (npr. steak) EBJ niso učinkoviti oz. 
smiselni za uporabo. Naj dodamo, da bi bilo slednje predvidevanje potrebno preizkusiti na 
samih živilih. Živila se namreč med seboj lahko zelo razlikujejo. Že proces zorjenja mesa 
vpliva na spremembo živila, spremembo njegove strukture oz. na spremenjeno kemijsko 
sestavo le-tega (npr. z daljšim časom zorjena nastane več prostih aminokislin, kreatinina). 
Dlje kot je meso zorjeno, več HCA nastane (tudi PhIP) pri toplotni obdelavi mesa na 
dvoploščnem žaru pri 220 °C (Polak in sod., 2009). 
 
5.5.2 Primerjava rezultatov modelnih raztopin z rezultati mesne izceje 
 
Vsebnost PhIP je bila bistveno večja v modelnih zmeseh v primerjavi z mesno izcejo. 
Razlog za nižje vsebnosti nastalega PhIP pri mesni izceji je verjetno nižja vsebnost 
prekurzorjev v izceji in njihovo neidealno stehiometrijsko razmerje, katero je bilo 
zagotovljeno v modelnem poskusu. Na splošno pa so bili izkoristki že pri modelnih zmeseh 
zelo nizki. Po 10 min toplotne obdelave (TO) smo na osnovi kontrole (modelne raztopine, 
suhi pogoji) izračunali, da je izkoristek glukoze, fenilalanina in izkoristek kreatina 
približno 0,022 %. Izkoristki so realni, saj večina glukoze vstopa pri tem v reakcije 
karamelizacije. 
 
Poskus smo izvajali pri termostatsko kontrolirani temperaturi, v kolikor le-te ne bi dobro 
kontrolirali, bi verjetno lahko pričakovali višje vrednosti, kot je ugotovil že Johansson in 
sodelavci (1995). V primeru, da imamo v naših gospodinjstvih slabo termično regulirane 
pečice (kontaktne žare ipd.), lahko pričakujemo, da imajo toplotno obdelana mesna živila 
višjo vsebnost PhIP oz. nasplošno HCA. Hitri postopek TO mesa, kot je na primer pečenje 
na dvoploščnem žaru, prav tako vpliva na višji nastanek skupnih HCA (neposredni prenos 
toplote) v primerjavi z infrardečo TO (Gašperlin in sod., 2009). 
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Rezultati pridobljeni na mesni izceji so zelo raznoliki in brez večih ponovitev bi težko 
govorili o ugotovitvah. Razlike smo opazili že med samim pipetiranjem mesne izceje, 
problem je predstavljala homogenost izceje. Razlike v sestavi mesa (vsebnost prostih 
aminokislin, kreatina, glukoze) obstajajo že med različnimi mišicami oz. deli mesa in so 
posledica naravne raznolikosti živalskih vrst (Borgen in sod., 2001). V pustem 
perutninskem mesu, pri pečenju na dvoploščnem žaru (220 °C), nastane več HCA v 
primerjavi z mesom, ki vsebuje piščančjo kožo (Gašperlin in sod., 2009). 
 
Opazili smo, da imajo posamezne koncentrirane 20 % etanolne frakcije osnovnih EBJ 
podoben vpliv na nastanek PhIP (Slika 43). Glede na povprečne vsebnosti nastalega PhIP 
lahko vidimo, da s časom vsebnosti PhIP naraščajo podobno. Med omenjenimi frakcijami 
izstopajo povprečne vsebnosti 20 % koncentrirane etanolne frakcije 50 % etanolnega EBJ 
(E50-S20). E50-S20K se je namreč izkazala z največjim zaviralnim vplivom na nastanek 
PhIP po 8 min TO. Pri 10 minutah lahko opazimo, da so vse povprečne vsebnosti PhIP v 
vzorcih z dodanimi frakcijami nižje v primerjavi s kontrolo, pri čemer je E50-S20K 
vplivala na najnižjo povprečno vsebnost PhIP (E70B-S20K in E50-S20K se statistično ne 
razlikujeta pri 10 min TO). To nas ne preseneča, saj smo osnovne frakcije koncentrirali in 
je delež EBJ bistveno večji kot v nekoncentriranih vzorcih. Glede na to, da z 20 % 
etanolom spiramo večinoma zelo polarne spojine kot so sladkorji, bi morda lahko 
pomislili, da so nižje povprečne vsebnosti nastalega PhIP posledica rahlega zaviralnega 
vpliva prevelike koncentracije sladkorja (vendar pa obstaja možnost, da je razlog nižjih 
vrednosti le koncentrirana vrednost preostalih učinkovin). Shin in Ustunol (2004) sta 
namreč prišla do ugotovitve, da dodatek medu (visoka vsebnost sladkorjev) vpliva na 
zmanjšanje vsebnosti MeIQx, DiMeIQx in PhIP v ocvrtih piščančjih prsih. 
 
Rezultati TO mesne izceje pri suhih pogojih kažejo na to, da so se 70 % etanolne frakcije 
vseh posameznih EBJ izkazale pri 10 min TO za najučinkovitejšo oz. so le-te rezultirale v 
najnižji povprečni vsebnosti PhIP (nižja tudi od kontrole). Omenjeni trend smo opazili tako 
za E70A-S70, EV-S70, E50-S70, E30-S70 in E20-S70. Podobne rezultate so omenjene 
frakcije povzočile tudi pri 8 minutah TO, a z izjemo E50-S50 (le-ta je imela najnižjo 
povprečno vsebnost nastalega PhIP pri 8 min TO, nižjo od E50-S70) in EV-S50 (pri 8 
minutah TO je bila vsebnosti PhIP podobna kot pri EV-S70). 
 
Pri TO mesne izceje ob mokrih pogojih so vsi EBJ, glede na povprečne vsebnosti PhIP, 
pokazali, da po 8 oz. 10 min TO delujejo zaviralno na nastanek PhIP (povprečne vsebnosti 
nižje od kontrole). Po približno 4 min TO pa smo opazili, da dodatek EBJ nima 
zaviralnega vpliva na nastanek PhIP oz. je le-ta celo negativen (spodbuja nastanek PhIP). 
Pri pečenju govejih zrezkov na dvoploščnem žaru pri 220 °C, dodatek EBJ ne bi imel 
pozitivnega učinka. Z omenjenim hitrim postopkom pečenja je v tem času zrezek že 
dokončno TO (TO omenjenega živila predvidoma traja 4 min, odvisno od debeline zrezka) 
(Gašperlin in sod., 2009). Glede posameznih frakcij pa so rezultati precej zanimivi. V 
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mokrih pogojih je namreč v določenih primerih 70 % etanolna frakcija celo pozitivno 
vplivala na nastanek PhIP. Na splošno je večina modelnih zmesi z dodanimi očiščenimi 
frakcijami EBJ vplivala na nastanek višjih povprečnih vsebnosti PhIP v primerjavi s 
kontrolo (po 10 min TO: EV-S50, EV-S30, EV-S70, E50-S70). Morda bi razlog lahko 
iskali v tem, da EBJ vsebujejo tudi eterična olja, ki hitro dosežejo visoke temperature 
vrelišča (višje od vode) in posledično zaradi hitrejšega dosega zelo visokih temperatur (in 
daljšega časovnega obdobja pri teh temperaturah) lahko privede do višjih vrednosti PhIP. 
Podobno kaže tudi E20-S30. In sicer, slednja frakcija je v mesni izceji v mokrih pogojih 
vplivala na nastanek najnižje povprečne vsebnosti PhIP pri 4 in 8 minutah TO. Možna 
razlaga je v tem, da le-ta vsebuje največji delež vode oz. najnižji delež eteričnih olj (v 
primerjavi z ostalima frakcijama, 50 % in 70 % etanol). V piščančjem mesu je za nastanek 
PhIP ključna količina fenilalanina in ne količina kreatina (Borgen in sod., 2001). 
 
5.5.3 Vpliv α-pinena 
 
Rezultati poskusa na modelni reakcijski mešanici ob dodatku standarda (-)-α-pinena in (+)-
α-pinena (mokri pogoji) so prikazani na sliki 44. Dodatek 100 μL 0,6 mg/mL (+) in (-)-α-
pinena (raztopina pripravljena v MeOH) je služil kot pozitivna kontrola. Omenjeni 
volumen smo dodali na osnovi podatka, da brinove jagode vsebujejo približno 2 % 
eteričnega olja (0,5-2,5%) (Pepelnjak in sod., 2005; Alan in sod., 2016), od tega 52 % 
predstavlja α-pinene (Angioni in sod., 2003). V 100 μL našega EBJ pa je 6 mg brinovih 
jagod. Glede na navedene informacije smo tako preračunali primerljivo koncentracijo 
dodanega α-pinena. 
 
Glede na zastavljen model lahko vidimo, da dodatek α-pinena v modelnih zmeseh pri 8 in 
10 min toplotne obdelave (TO) vpliva na višje vsebnosti PhIP v primerjavi s kontrolo, 
medtem ko do 4 min TO ni opaznih razlik. Ena od možnih razlag je lahko ta, da imajo 
eterična olja, oz. natančneje α-pinen, potencialno zmožnost spodbujanja nastanka PhIP 
glede na izvedeni modelni poskus. Vendar je pri tem potrebno dodati, da ni bilo izvedenih 
paralelnih poskusov, prav tako smo količino dodanega pinena določili na osnovi 
literaturnih podatkov. Da bi dobljene rezultate lahko resneje komentirali, bi bilo morda bolj 
smiselno, da bi najprej dobili podatek kolikšen je delež eteričnega olja v naših vzorcih 
brinovih jagod in kolikšen delež le-tega predstavlja pinen. Na osnovi lastnih podatkov bi 
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Na podlagi dobljenih rezultatov težko govorimo o splošnih ugotovitvah, saj bi bilo 
potrebno za le-te narediti večje število ponovitev. Lahko pa sklepamo naslednje: 
 
 hipoteza I je potrjena: različni ekstrakti brinovih jagod različno vplivajo na 
nastanek PhIP 
 hipoteza II je potrjena: pri daljšem času toplotne obdelave (TO) pri 180 °C nastane 
več PhIP, ne glede na uporabljen ekstrakt brinovih jagod (EBJ) 
 hipoteza III je potrjena: po določenem času TO pri 180 °C količina nastalega PhIP 
doseže plato in se ne povečuje več (pri 10 min) 
 med uporabljenima postopkoma TO (suhi vs. mokri) ni statistično značilnih razlik 
 opazili smo trend, da v povprečju dodatek EBJ pri 2, 4 in 6 min TO pri 180 °C (v 
modelnih zmeseh) vpliva na višje vsebnosti nastalega PhIP v primerjavi s kontrolo, 
medtem ko pri 8 min pride do obrata. EBJ pri 8 oz. 10 min TO vplivajo na nižje 
vsebnosti PhIP v primerjavi s kontrolo (suhi pogoji, modelne zmesi).  
 dodatki EBJ imajo potencialen pozitiven vpliv pri zmanjševanju formiranja PhIP v 
modelnih zmeseh pri 10 minutah TO pri 180 °C v mokrih pogojih (ponekod že pri 
8 min). 
 glede na rezultate TO mesne izceje v suhih pogojih pri 8 in 10 min so se za 
najučinkovitejše frakcije EBJ večinoma izkazale 70 % etanolne frakcije (izjema je 
EV-S50, ki ima pri 8 min TO podoben vpliv kot EV-S70), 
 predvidevamo, da ni velikih razlik v relativni reaktivnosti med posameznimi EBJ 
(razlike v reaktivnosti so verjetno posledica razlik v koncentraciji ekstraktov). E50 
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PhIP je eden izmed pomembnejših heterocikličnih aromatskih aminov, ki se tvori med 
toplotno obdelavo mesa in spada pod potencialno kancerogene spojine. Zaradi slednjega in 
same pogostosti zauživanja toplotno obdelanega mesa, smo želeli preučiti vpliv ekstraktov 
brinovih jagod (EBJ) na nastanek PhIP. Namen magistrske naloge je bil proučiti, kako EBJ 
oz. njihove frakcije vplivajo na nastanek PhIP v modelnih zmeseh oziroma v mesni izceji. 
Prav tako smo želeli poiskati morebitno povezavo med vsebnostjo antioksidantov oz. 
antioksidativnim potencialom (AOP) EBJ ter njihovo sposobnostjo zaviranja nastanka 
PhIP.  
 
Reakcijsko zmes so sestavljale modelne raztopine kreatina, fenilalnina in glukoze, katere 
smo zmešali v stehiometrijskem razmerju. Za model živila pa smo uporabili svinjsko 
mesno izcejo. Pripravili smo tudi naslednje EBJ: EV, E70A, E70B, E50, E30 in E20 ter 
nekatere posamezne frakcije. Vzorce smo toplotno obdelali (na VLMEC) pri 180 °C in pri 
tem z SPE ter LC-MS (tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo) detektirali 
količino nastalega PhIP pri različnih časovnih intervalih toplotne obdelave (TO). Hkrati 
smo želeli preveriti tudi vpliv mokrih oz. suhih pogojev TO. 
 
Med mokrimi in suhimi pogoji TO ne obstaja statistično značilnih razlik, kljub temu pa 
smo opazili trend, da se je v suhih pogojih tvorilo nekoliko več PhIP. Ugotovili smo, da v 
prvih 6 min TO večina EBJ vpliva na višji nastanek PhIP v primerjavi s kontrolo, medtem 
ko se po 8 oz. natančneje po 10 min TO pokaže pozitiven zaviralen vpliv EBJ (vsi osnovni 
EBJ so v modelnih zmeseh vplivali na nižjo vsebnost nastalega PhIP v primerjavi s 
kontrolo (brez dodatka)).  
 
Pri določanju AOP s testi FC (antioksidanti (AO) najbolj reaktivni), DPPH in ABTS, 
nismo ugotovili velikih razlik v relativni reaktivnosti med posameznimi osnovnimi EBJ 
(sestava AO se bistveno ne razlikuje). Opažene razlike v reaktivnosti so verjetno posledica 
razlik v koncentraciji AO. Rezultati prečiščenih frakcij pa govorijo o razlikah v sestavi 
posameznih frakcij. Z različnimi testi smo pokazali, da je antioksidativna aktivnost najvišja 
pri E50 in E70A oz. E70B, medtem ko je bil najnižji signal za AOP pri prečiščenih 
frakcijah posameznih ekstraktov oz. pri vodnem EBJ. Opazen je tudi vpliv vrednosti pH na 
sam signal absorbance. Poleg AOP smo v EBJ določali še suho snov z refraktometrom in 
sušenjem. Z merjenjem absorbance pri 290, 300 oz. 320 nm pa smo določili, da E50 in 
E70B vsebujeta približno 25 % fenolnih spojin.  
 
Naše hipoteze smo potrdili. In sicer, različni EBJ različno vplivajo na nastanek PhIP; pri 
daljšem času TO pri 180 °C nastaja več PhIP (ne glede na uporabljen EBJ); po določenem 
času vsebnost PhIP ostaja konstantna (formacija se ustavi). Opazili smo tudi, da nekateri 
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EBJ zavirajo nastanek PhIP, spet drugi pod določenimi pogoji celo spodbujajo nastanek, 
oz. nimajo bistvenega vpliva na nastanek PhIP pri TO pri 180 °C. Na osnovi dobljenih 
rezultatov so se nam odprla mnoga vprašanja, na katera odgovor bi bilo potrebno še 
raziskati. Sprašujemo se katere spojine v posameznih EBJ v največji meri zaviralno 
vplivajo na nastanek PhIP; zakaj oz. kaj vpliva na višjo vsebnost nastalega PhIP v prvih 
4 min TO in zakaj oz. kaj vpliva na nižje vsebnosti nastalega PhIP po 10 min TO; zakaj 
pride do navideznega obrata pri 8 min TO v vsebnosti nastalega PhIP ipd.. Za posamezne 
poskuse bi morali izvesti več ponovitev, da bi lahko na podlagi večjega števila rezultatov z 
večjo gotovostjo potrdili sklepe.  
 
Naloga je tako pripomogla k spoznanju, da dodatek EBJ ne vpliva vedno pozitivno na 
zmanjšanje nastanka PhIP (v nekaterih primerih celo spodbuja nastanek PhIP). 
Predvidevamo, da pri hitrih postopkih toplotne obdelave zrezkov tovrstni dodatki EBJ ne 
bi imeli pozitivnega vpliva na zmanjšanje nastanka PhIP. Prav tako, bi bilo potrebno vpliv 
posameznih EBJ preizkusiti na samih mesnih živilih. Vpliv le-teh se verjetno spreminja 
glede na pogoje TO in glede na vrsto živila.  
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Priloga A: Grafični prikaz UK za Trolox po testu DPPH v vodnem mediju. 
 
 
Priloga B: Grafični prikaz UK za Trolox po testu DPPH v metanolu. 
 
y = 0,0217x - 0,0422 

















c (mol/L) 10-6 
y = 0,0219x - 0,039 
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Priloga C: Grafični prikaz UK za Trolox po testu DPPH pri pH 5. 
 
 
Priloga D: Grafični prikaz UK za Trolox po testu DPPH pri pH 7,4. 
y = 0,0224x - 0,0518 



















c (mol/L) 10-6 
 
y = 0,0136x - 0,0276 
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Priloga E: Grafični prikaz UK za Troloks po testu ABTS v vodnem mediju. 
 
 
Priloga F: Grafični prikaz UK za Troloks po testu ABTS pri pH 5. 
y = 0,0245x - 0,0669 


















c (mol/L) 10-6 
y = 0,0254x - 0,0617 
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Priloga G: Grafični prikaz UK za Trolox po testu ABTS pri pH 7,4. 
 
 
Priloga H: Grafični prikaz UK za Trolox po testu Folin-Ciocalteu v vodnih pogojih. 
 
y = 0,0242x - 0,0602 


















c (mol/l) 10-6 
y = 0,0068x + 0,006 
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